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Abstract: 
 
The cell wall of Saccharomyces cerevisiae is a protectrice extracellular structure. Its synthesis is 
mainly under controlled by a MAP kinase signalisation pathway. Related to this pathway, the protein 
Knr4 implicated in the coordination of the cell wall synthesis with bud emergence. This protein, 
whose gene was originally isolated by complementation of a mutant resistant to the toxin killer K9, 
has been the subject of a functional study. First, we provided several experimental arguments 
suggesting that this protein displays an unfolded secondary and tertiary structure and takes part of a 
multiprotein complex. Secondly, by applying genetic (Synthetic lethal and Two-hybrid system) and 
biochemical techniques (Tandem affinity Purification) we established a map of an "in vivo" interaction 
network for this protein. The interaction identified show that Knr4p is associated to two major 
biological processes: the cell wall synthesis and the establishment of the cellular polarity/bud 
emergence. Furthermore, we showed that the phosphorylation of two serines residues (S200/S203) 
seems necessary to obtain an optimal interaction of this protein with its partners. Taken together, these 
results consolidates the notion that Knr4 is one of the proteic elements physically connecting the cell 
wall synthesis and the budding machinery during cell growth. 
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Avant-propos 
Les levures sont des eucaryotes appartenant au règne des fungi ou champignons qui 
s’est différencié au cours de l’évolution à peu prés en même temps que les plantes et les 
animaux. L’homme a, sans le savoir, domestiqué les levures depuis des temps très anciens à 
travers de nombreuses fermentations traditionnelles. La fabrication du pain est avérée à Sumer 
et en Egypte, 5000 ans avant notre ère, celle de la bière, du cidre, du vin et de diverses 
boissons fermentées est attesté autour de -2000 au Moyen et Extrême Orient. Vers 1860, 
Pasteur a identifié les levures comme agents des fermentations. En 1881, Emile Hansen, a 
décrit l’isolement des premières souches pures de Saccharomyces à partir de moûts. Certaines 
espèces comme S. cerevisiae ou S. pombe ont été identifiés dés la fin du XIXe siècle. Par 
contre beaucoup, d’autres espèces de levures n’ont été identifiées que plus récemment (entre 
1950 et 1970. 
La levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae représente aujourd’hui le micro-
organisme le plus utilisé en terme industriel, notamment pour la fabrication du pain, et des 
boissons alcoolisées. Elle est, après E.coli, le microorganisme le plus étudiée et le plus utilisé 
dans les laboratoires. Un système de transformation génétique très efficace a été mis au point 
dés 1978, et en a fait un modèle universel pour l’étude d’aspects très variés de la biologie des 
cellules eucaryotes. Par ailleurs, l’existence d’asques englobant les produits d’une méiose et 
la facilité de culture de ces organismes ont permis de développer un arsenal d’outils 
génétiques qui simplifient la recombinaison et l’analyse de caractères génétiques complexes. 
Le séquençage complet du génome de la levure a été rendu public en 1996 (Goffeau, 1996). 
De nombreuses techniques developpées chez la levure sont devenues d’usage courant en 
biologie, comme la technique du double hybride, de la purification de protéines par affinité en 
tandem [TAP]), la technologie des puces à ADN pour l’expression génique. 
Pour mieux comprendre la fonction cellulaire d’une protéine, elle doit être étudiée à la 
fois d’une façon isolée et dans un contexte impliquant la recherche de ses partenaires 
protéiques. Pour une protéine donnée, plusieurs niveaux d’information devront être obtenues : 
1- la séquence primaire de la protéine qui permet son attribution à une famille de protéines, 2- 
la recherche de domaine fonctionnel sur sa séquence, 3- la localisation intracellulaire de la 
protéine et son association avec d’autres organelles, 4- les différentes formes de régulations 
post-trancriptionnelles (phosphorylation, ubiquitination , etc) et enfin la recherche de ses 
partenaires . Par conséquent, l’étude des interactions protéines-protéines est une étape cruciale 
permettant une compréhension approfondie de la fonction cellulaire d’une protéine et de son 
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implication dans les mécanismes moléculaires de la cellule. Un nouveau concept appelé 
l’interactome a donc été inventé car il apparaît de plus en plus clair que les fonctions 
cellulaires requièrent des interactions entre les protéines, et il concerne l’étude des complexes 
protéiques à grande échelle, et qui represente un aspect de la protéomique (Gavin A. C. et 
coll., 2002; Michaud G. A. et Snyder M., 2002; Zhu H. et Snyder M., 2001). 
 L’un des axes de recherche de l’équipe de « Physiologie Moléculaire des Eucaryotes 
inférieurs » concerne l’étude fonctionnelle de la protéine Knr4 impliquée dans la synthése de 
β-(1,3) glucanes. La paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae est une structure 
extracellulaire de 100-200 nm d’épaisseur qui représente 15-25% de la masse sèche de la 
cellule. Elle est constituée principalement de polysaccharides avec une proportion mineure de 
chitine et des glycoprotéines fortement mannosylées (appelées mannoprotéines). Les travaux 
présentés dans ce mémoire ont été menés dans l’objectif d’étudier la protéine Knr4 et 
d’apporter des nouveaux éléments concernant son rôle dans la synthèse de la paroi chez la 
levure S.cerevisiae.  
Ce mémoire est composé de trois parties, la première partie (Etude bibliographique) 
rend compte de l’état des connaissances sur la paroi de la levure Saccharomyces cerevisiae. 
Elle présente les voies de biosynthèse des différents constituants de la paroi et aux voies de 
signalisation impliquées dans la régulation de la paroi. Elle apporte des éléments de 
compréhension concernant la morphogenèse et polarisation chez la levure S.cerevisiae. 
La deuxième partie décrit l’ensemble du matériel biologique et des techniques utilisées 
lors des expériences. En particulier elle présente la méthodologie précise des différentes 
approches permettant l’identification des interactions protéine-protéine. 
Les résultats sont présentés dans la troisième partie de ce mémoire sous formes de trois 
chapitres accompagnés d’une discussion spécifique.  
La quatrième partie comporte une conclusion générale qui reprend les principaux apports 
scientifiques de ce travail et apporte des éléments de réponse aux interrogations majeurs 
soulevés par ces résultats. Pour finir, les perspectives des travaux à poursuivre à la suite de ce 
travail de thèse sont décrites. 
 
    ************************ 
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1 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE. 
1.1 Valeur biotechnologique de la paroi de Saccharomyces cerevisiae. 
La paroi de la levure S. cerevisiae est impliquée dans des nombreux procédés industriels et 
présents des caractéristiques intéressantes pour la santé humaine et animale. En effet, les 
extraits de levures, composés en grande partie des parois de levure, sont utilisés depuis 
plusieurs décennies pour des applications cosmétiques et pharmaceutiques. Le premier 
produit pharmaceutique à base de levure fut-le "Zymosan", un extrait brut de paroi de S. 
cerevisiae capable de stimuler le système immunitaire (Pillemer L. et Ecker E. E., 1941). Plus 
tard, des travaux ont montré que ce sont en fait les β-glucanes de la paroi qui sont 
responsables de la stimulation du système immunitaire (Coates N. J. et McColl S. R., 2001; 
Di Luzio N., 1983; Fitzpatrick F. et DiCarlo J., 1964; Lee J. N. et coll., 2001), probablement 
via leurs effets sur l’activation des macrophages (Czop J. K. et Austen K. F., 1985; Ponton J. 
et coll., 2001; Vassallo R. K. T. J. S. J. E. a. L. A. H. et coll., 2001). Les β(1,3) glucanes, 
composants principaux de la paroi, ont aussi d’autres propriétés intéressantes et peuvent être 
utilisées en particulier comme adjuvants ajoutés à des agents anti-infectieux (Nicoletti A. et 
coll., 1992), à des agents anti-cancéreux (Carrow D., 1996; Mansell P. et coll., 1978), à des 
dérivés de la vitamine C et à des agents anti-cholestérolémiques (Donzis B., 1990). Les β(1,3) 
glucanes auraient également des effets bénéfiques lorsqu'ils sont administrés à des patients 
sous radiothérapie (Patchen M. L. et coll., 1987). Ces mêmes composants sont aussi des 
composés actifs bien adaptés à des applications cosmétiques ou pharmacologiques, étant 
présents sous forme de dérivés carboxyméthylés dans la composition de crèmes cosmétiques 
et d’écrans solaires (Mibelle AG Biochemistry, 2002). Des travaux récents ont mis en 
évidence que des parois cellulaires de levure traitées à l’acide pouvaient aussi servir à enduire 
des comprimés ou des granules dans l’industrie pharmaceutique (Kasai T. et coll., 2000; 
Yuasa H. et coll., 2000; Yuasa H. et coll., 2002). Les mannanes de la paroi seraient capables 
de stimuler le système immunitaire (Ponton J. et coll., 2001), puisqu’ils peuvent induire la 
fièvre lorsqu’ils sont injectés chez le rat (Ataoglu H. et coll., 2000; Dogan M. D. et coll., 
1999).  
 
 
 
 
 9
  Etude Bibliographique 
 
Enfin, les mannoprotéines ont un pouvoir bio-émulsifiant important susceptible d’être 
intéressant dans de nombreuses applications médicales et pharmaceutiques (Cameron D. R. et 
coll., 1988). 
Des levures entières ou des extraits de levure sont régulièrement ajoutées à la nourriture 
des animaux d’élevage pour faciliter leur digestion, mais pour aussi les protéger des agents 
pathogènes. L’une des caractéristiques des parois des levures est qu’elles protégent les 
animaux des mycotoxines. Ces mycotoxines sont des produits secondaires du métabolisme 
des champignons retrouvés dans les fourrages ou céréales au cours du stockage. L’aflatoxine 
et la toxine fusarium sont des mycotoxines entre autres responsables de problèmes hépatiques, 
de diminution des performances reproductrices, de tumeurs et d’immunosuppression. Une des 
méthodes pour atténuer les effets des mycotoxines est basée sur l’utilisation de molécules 
capables d’absorber les mycotoxines dans la nourriture. Ainsi, les toxines absorbées passent à 
travers l’appareil digestif sans être retenues. Le réseau complexe de β-glucanes de la paroi 
possède cette capacité comme l’ont démontré des travaux chez le poulet (Devegowda G. et 
coll., 1994; Devegowda G. et coll., 1995). Certaines modifications des techniques d’obtention 
des parois de levures ont permis de commercialiser des parois capables de fixer un plus large 
spectre de mycotoxines (Devegowda G. et coll., 1998). Les efforts dans ce domaine se 
concentrent à l'heure actuelle sur une meilleure compréhension biochimique de l’interaction 
entre les mycotoxines et les composants de la paroi, afin d’optimiser la capacité absorbante 
des parois vis-à-vis des mycotoxines (Dawson K. A. et coll., 2001). 
 
La paroi : une cible idéale pour des agents antifongiques ? 
La gamme des infections fongiques qui touchent les humains s’étend des dermatoses 
localisées d’incidence mineure à des infections invasives dispersées souvent fatales, en 
particulier chez des patients immunodéprimés (Georgopapadakou N. H. et Walsh T. J., 1994) 
. Au cours des vingt-cinq dernières années, la fréquence des infections fongiques présentant 
des risques mortels a dramatiquement augmenté du fait de l’explosion du nombre de patients 
immunodéprimés : traitements par chimiothérapie, traitements antirejet, trithérapie... Deux 
types d'antifongiques sont disponibles à l'heure actuelle pour traiter les infections fongiques 
graves. Ce sont d'une part les substances fongistatiques comme les azoles qui inhibent la 
croissance des champignons, et d'autre part les substances fongicides telles que les polyènes 
qui détruisent totalement les cellules mais se révèlent également toxiques pour l’hôte. Un 
agent antifongique visant la paroi serait à la fois sélectif et fongicide, une caractéristique 
 10
  Etude Bibliographique 
intéressante pour une application clinique (Georgopapadakou N. H., 1998). Trois classes de 
molécules ciblant respectivement la synthèse de chitine (nikkomycines), les β(1,3) glucanes 
(échinocandines) et les mannoprotéines (pradamicines) sont entrées en développement 
clinique. Les nikkomycines sont un substrat analogue à l’UDP-N-acétylglucosamine qui 
interfèrent avec la synthèse de la chitine (Georgopapadakou N. H., 1997), les échinocandines 
sont des dérivés d’acides gras d’hexapeptides cycliques qui inhibent de façon non compétitive 
la synthèse des β -(1,3) glucanes, et la famille des pradamicines atteint les mannoprotéines 
pariétales (Watanabe M. et coll., 1996). Alors que le développement des nikkomycines et des 
pradamicines s’est arrêté pour cause d’une efficacité in vivo trop faible, les échinocandines se 
sont révélées efficaces et trois molécules (la capsofungine, la micafungine et 
l’anidulafungine) sont en fin de développement clinique (Georgopapadakou N. H., 2000). 
D’un intérêt particulier, la caspofungine est un inhibiteur de la synthèse des β−(1,3) glucanes 
(un composant essentiel de la paroi de levure S.cerevisiae). En brisant l’intégrité structurale 
de la paroi cellulaire, la caspofungine entraîne un déséquilibre osmotique, suivi de la lyse de 
la cellule fongique. Bien que ces molécules soient prometteuses, des travaux continuent pour 
trouver d’autres cibles pariétales 
1.2 La paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae. 
La paroi cellulaire de la levure constitue entre 20 à 25 % de la masse sèche de la cellule. 
Elle assure le maintien de la forme et de l'intégrité cellulaire. C’est une structure dynamique 
puisqu'elle est remodelée au cours des divisions cellulaires, ainsi qu’en réponse aux 
agressions environnementales. Elle est constituée de proportions variables de polysaccharides 
et de protéines glycosylées (Nguyen T. H. et coll., 1998). La paroi protége la cellule contre les 
attaques physiques et elle a une fonction majeure dans la morphogenèse. 
1.2.1 Composition biochimique de la paroi. 
La paroi cellulaire est une structure ou "organite" de 100 à 200nm d’épaisseur chez la 
levure S. cerevisiae. Il est considéré que la composition et l'architecture de la paroi peuvent 
varier notamment avec l'âge de la cellule et en réponse à des modifications du milieu de 
culture (Aguilar-Uscanga B. et Francois J. M., 2003; Cid V. J. et coll., 1995; Fleet G. H., 
1991; Klis F. M., 1994).  
Selon les différentes souches de Saccharomyces cerevisiae et les conditions de 
cultures, , la composition pariétale s’établit autour des valeurs moyennes suivantes : 
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Composants de la paroi % du poids de la paroi Nature biochimique 
Glucanes 50 à 60% Unité glucose liées à 80% en 
β(1,3) et à 20% en β(1,6) 
Mannoprotéines 40 à 50% Protéines glycosylées portant 
des chaînes de mannoses liées 
en α(1,2), α(1,3), α(1,6) 
Chitine 1 à 3% Unités N- acétylglucosamine 
liées en β(1,4) 
Tableau 1 : Composition de la paroi de S. cerevisiae exprimé en pourcentage (d’après Fleet, 
1991, Klis, 1994, Dallies et coll, 1998) 
Les analyses de la paroi cellulaire par microscopie électronique ont révélé qu’elle est 
constituée de plusieurs couches. On observe une couche interne transparente et amorphe, 
considérée comme une couche squelettique et une couche externe, dense, constituée des 
fibrilles perpendiculaires à la surface, constitué de protéines liées par des liaisons covalentes 
avec la couche interne (Osumi M., 1998) (Figure 1). 
 
Figure 1 : Représentation schématique de la structure moléculaire de la paroi cellulaire chez 
Saccharomyces cerevisiae . 
La paroi cellulaire de la S.cerevisiae présente quatre classes des macromolécules qui 
sont les suivantes dans l’ordre de leur emplacement, de l’extérieur vers l’intérieur : Les 
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mannoprotéines (CWP pour Cell Wall Protein) sont retrouvées dans la couche externe. Ce 
sont des glycoprotéines fortement glycosylées qui comportent 95% de carbohydrates. La 
couche interne, constituée de plusieurs sous-couches, est composée majoritairement de deux 
classes de β-glucanes, le β-(1,3) et le β-(1,6) glucanes avec une quantité mineure de chitine. 
Les glucanes assurent le maintien de la forme cellulaire et la résistance mécanique (figure 1). 
Une partie de la chitine se trouve dans la partie la plus intérieure de la couche interne, 
essentiellement complexée aux β-glucanes (Suarit R. et coll., 1988). Cependant, la majeure 
partie (90%) de la chitine est localisée au niveau des cicatrices de bourgeonnement (Cabib E. 
et Bowers B., 1971). Il n’existe pas de séparation entre ces deux couches, au contraire, les 
mannoprotéines sont ancrées dans la couche de glucane en formant des liaisons covalentes 
avec les β(1,3) et β(1,6) glucanes. Ces mannoprotéines, qui sont responsables des propriétés 
de surface de la paroi, déterminent sa porosité et jouent un rôle de filtre sélectif de protection 
contre les attaques chimiques et enzymatiques de types glucanases (Zlotnik H. et coll., 1984). 
Elles sont impliquées avec d’autres composants dans les interactions entre les cellules, telles 
que la conjugaison ou la floculation (Bony M. et coll., 1997; Reynolds T. B. et Fink G. R., 
2001). 
1.2.2 Organisation moléculaire de la paroi cellulaire. 
Au niveau moléculaire, l’architecture de la paroi semble constituée de blocs de 
construction flexibles regroupant tous les composants de la paroi reliés par des liaisons 
covalentes en une structure ordonnée. La couche externe est constituée principalement des 
mannoprotéines à ancre GPI (GPI-CWP), qui représente la classe majeure de CWPs (Hamada 
K. et coll., 1999). Elles sont attachés par des liaisons covalentes aux β(1,6) glucanes via une 
ancre GPI modifiée. Le β(1,6) glucane est à son tour associé par des liaisons covalentes au 
β(1,3) glucane.  
Quant aux mannoprotéines de type PIR (pour Protein with Internal Repeats; PIR-CWP) qui 
présente une classe mineure des CWPs, elles sont directement attachées aux β(1,3) glucanes 
par une liaison alcali-labile dont la nature n’a pas encore été élucidée parfaitement elles se 
trouvent dispersées dans la couche interne (Cabib E. et coll., 2001; Kapteyn J. C. et coll., 
2001; Mrsa V. et coll., 1997). Une liaison covalente caractérisée au niveau de la paroi est la 
liaison β(1,4) entre l’extrémité réductrice d’un résidu de N-acétylglucosamine d’une chaîne de 
chitine et l’extrémité non réductrice d’un glucose d’un polymère de β(1,3) glucanes (Kollar R. 
et coll., 1997). Un modèle d’un bloc de construction proposé par l’équipe de F. Klis est 
présenté à figure 2. 
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Figure 2 : Bloc de construction typique de la paroi chez S. cerevisiae. Les relations entre des 
différents composants d'un bloc de construction sont représentées par les flèches continues (Klis 
et coll, 2002)(adapté par Martin-Yken et coll, 2002) 
1.2.3 Propriétés de molécules antifongiques et chimiques pour identifier les 
mécanismes génétiques de la synthèse de la paroi et l’architecture de 
celle-ci chez la levure S. cerevisiae. 
1.2.3.1 Les antifongiques. 
1.2.3.1.1 Inhibiteurs de la synthèse de la chitine. 
Les nikkomycines et les polyoxines sont des antifongiques qui inhibent de façon 
compétitive les chitines synthases des champignons in vitro par analogie structurale avec leur 
substrat, mais n’ont d’effet in vivo qu’à des doses très élevées (Cabib E., 1991; Kim M. K. et 
coll., 2002; Zhang D. et Miller M. J., 1999). Ces composés ont été précieux pour l’étude du 
système enzymatique de la synthèse de la chitine, et leur action inhibitrice semble s’exercer 
principalement au niveau du septum et au moment de la séparation des cellules mère et fille. 
Des études sur l’inhibition des différentes isoenzymes ont montré que la nikkomycine Z agit 
spécifiquement sur les activités chitine synthase de Chs1 et Chs3 in vivo et in vitro, et 
n’affecte pratiquement pas l'activité de Chs2, ce qui expliquerait la résistance des cellules de 
S. cerevisiae à cet antifongique (Gaughran J. P. et coll., 1994). Enfin, la nikkomycine Z peut 
contrecarrer l’inhibition de la croissance ainsi que la stimulation de la synthèse de chitine due 
à l’action du rouge Congo sans empêcher, néanmoins, la formation de parois anormales 
(Raclavsky V. et coll., 1999). 
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1.2.3.1.2 Inhibiteurs de la synthèse des β-glucanes. 
Une famille d’antibiotiques regroupe des lipopeptides fongicides qui inhibent de façon 
non compétitive la synthèse des β(1,3) glucanes. Cette famille de lipopeptides comprend entre 
autre la papulacandine B (Baguley B. C. et coll., 1979; Kopecka M., 1984), l'aculéacine (Font 
d. M. et coll., 1991; Miyata M. et coll., 1980), la cilofungine (Beaulieu D. et coll., 1993; 
Beaulieu D. et coll., 1994), l'échinocandine B, et la pneumocandine B0, ainsi que leurs dérivés 
synthétiques ou semi-synthétiques (Kurtz M. B. et Douglas C. M., 1997). Ils ont permis 
d’étudier les mécanismes associés à la synthèse des β(1,3) glucanes, et notamment de cloner 
le gène FKS1, codant pour la sous-unité catalytique principale de la β(1,3) glucane synthase, 
sous le nom de ETG1 pour Echinocandin Target Gene 1 (Douglas C. M. et coll., 1994b; 
Douglas C. M. et coll., 1994a). Ces composés ont de même permis l'identification du gène 
PBR1 pour Papulacandin B Resistant 1 (Castro C. et coll., 1995), ainsi que du gène GNS1 qui 
serait impliqué dans la synthèse des β(1,3) glucanes (el Sherbeini M. et Clemas J. A., 1995a; 
el Sherbeini M. et Clemas J. A., 1995b). Le FK506 et la cyclosporine A sont des 
immunosuppresseurs qui possèdent une activité antifongique. Ils bloquent la voie de 
transmission du signal dépendante du calcium, et chez S. cerevisiae, inhibent la phosphatase 
2B dépendante du calcium et de la calmoduline, également appelée calcineurine (Kunz J. et 
Hall M. N., 1993). Le FK506 a ainsi également permis le clonage de FKS1 (pour FK506 
Sensitive 1), mais de façon plus détournée. En effet, en présence de ces composés, et de même 
que chez des mutants de la calcineurine, la transcription du gène FKS2 codant pour la seconde 
sous-unité de la β(1,3) glucane synthase est réprimée. Dans ces conditions, le gène FKS1 
devient essentiel, et donc la combinaison d’un mutant de ce gène avec la drogue FK506 est 
létale pour la cellule. Enfin, la sensibilité et la résistance à la β(1,3) glucanase sont également 
des indications de l’effet d’une mutation sur le contenu en β(1,3) glucanes de la paroi (Lussier 
M. et coll., 1997; Ram A. F. et coll., 1994). 
1.2.3.1.3 Inhibiteurs de la glycosylation des protéines. 
La tunicamycine inhibe la N-acétylglucosylaminyl transférase, qui catalyse le transfert 
de N-acétylglucosamine sur le lipide transporteur du dolichol phosphate, ce qui bloque la N-
glycosylation des protéines (voir section 1.2.4). Elle permet ainsi de s’affranchir des 
variations de poids moléculaire dues aux N-glycosylations des protéines et d’identifier des 
bandes protéiques définies sur les gels d’électrophorèse (Orlean P. et coll., 1991). 
L’hygromycine B et la généticine G418 sont des antibiotiques de la famille des 
aminoglycosides, qui présentent une efficacité variable contre les champignons. Des levures 
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ayant des défauts marqués dans la N-glycosylation des protéines voient leur sensibilité aux 
aminoglycosides accrue (Ballou L. et coll., 1991; Dean N., 1999; Dean N., 1995). De plus, les 
mutants affectés dans la synthèse des β(1,6) glucanes et des chaînes O-glycosylées sont 
hypersensibles à l’hygromycine B (Lussier M. et coll., 1997). Cet antibiotique pourrait donc 
constituer un nouveau moyen d’étude de la paroi, capable de révéler un large spectre de 
défauts de la surface cellulaire. 
1.2.3.1.4 Autre antifongique ayant une action sur la synthèse de la paroi. 
La staurosporine est un puissant inhibiteur de la protéine kinase C. Elle a permis 
d’isoler des mutants hypersensibles, notamment sst1 qui correspond à une mutation allèlique 
du gène PKC1 (Yoshida S. et coll., 1992), et sst4, qui identifie SST4 comme le gène codant 
pour une activité phosphatidylinositol 4-kinase, impliqué dans la synthèse de PI4,5P2. Ce 
dernier est ensuite recruté par une petite protéine d’échange GDP-GTP Rom2p pour activer la 
voie de signalisation de la Pkc1 via Rho1 (Yoshida S. et coll., 1994a; Yoshida S. et coll., 
1994b). 
1.2.3.2 Les toxines Killer. 
Les toxines Killer sont de petits peptides excrétés par certaines souches de levures 
dites « souches killers » (Bussey H. et coll., 1979). Elles sont létales pour les souches 
sensibles dans lesquelles elles forment des pores qui laissent s’échapper le contenu cellulaire 
(Bussey H., 1991). 
1.2.3.2.1 La toxine killer K1 de S. cerevisiae. 
Cette toxine Killer, produite par certaines souches de S. cerevisiae, se fixe sur la paroi 
des souches sensibles au niveau d’un récepteur contenant des β(1,6) glucanes (Boone C. et 
coll., 1991; Bussey H., 1991; Hutchins A. M. et coll., 1995). La toxine killer K1 est ensuite 
absorbée au niveau de glucanes pariétaux, puis se fixe à un récepteur membranaire entraînant 
ainsi la destruction de la membrane plasmique et la fuite des métabolites cellulaires (de la 
Pena P. et coll., 1981; Kurzweilova H. et Sigler K., 1994). La susceptibilité à cette toxine est 
maximum en phase S du cycle cellulaire (Bartunek M. et coll., 2001). Elle a été utilisée pour 
étudier les β(1,6) glucanes par sélection d’une série de mutants kre pour Killer REsistants (Al 
Aidroos K. et Bussey H., 1978; Boone C. et coll., 1990). Ces mutants sont affectés dans des 
gènes impliqués dans la synthèse des β(1,6) glucanes ou dans les mécanismes de O-
glycosylation, et les protéines codées par ces gènes sont localisées le long de l’appareil 
sécrétoire jusqu’à la surface cellulaire de Saccharomyces cerevisiae . 
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1.2.3.2.2 La toxine killer K9 ou HM1 de Hansenula mrakii. 
Cette toxine exerce son action létale chez S. cerevisiae par la formation de pores au 
niveau des sites de synthèse de la paroi : bourgeonnés et projections de conjugaison 
(Takasuka T. et coll., 1995). Elle inhibe in vitro la β(1,3) glucane synthase (Yamamoto T. et 
coll., 1986), et la nature de son récepteur à la surface cellulaire reste inconnu. Elle a permis 
d’isoler le gène KNR4 pour Killer Nine Resistant 4 (Hong Z. et coll., 1994a), (Voir section 
1.6). Par ailleurs, la toxine killer K9 a également permis d’isoler le gène essentiel HKR1 (pour 
H. mrakii Killer toxin Resistant 1), qui semble réguler à la fois la synthèse des β(1,3) glucanes 
et le bourgeonnement (Kasahara S. et coll., 1994; Yabe T. et coll., 1996). Enfin, la sélection 
de mutants résistants tel que rhk1 (pour Resistant Hansenula Killer 1), affecté dans un gène 
codant pour une mannosyltransférase, a démontré le rôle majeur de la N-glycosylation dans la 
sensibilité à cette toxine (Kimura T. et coll., 1997; Kimura T. et coll., 1999). 
1.2.3.3 Autres drogues affectant la synthèse de la paroi. 
1.2.3.3.1 La caféine (ou triméthylxantine). 
Le mode d’action de la caféine a surtout été étudié chez les cellules de mammifères. 
Dans ces cellules, elle inhibe la phosphodiestérase dépendante de l’AMP cyclique, 
provoquant une augmentation du niveau cellulaire d’AMP cyclique, et donc également de 
l’activité protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (ou PKA). De plus, il a été montré 
qu’elle bloque le trafic membranaire entre le réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi 
(Jantti J. et Kuismanen E., 1993). Chez la levure de fission Schizosaccharomyces pombe, la 
caféine semble affecter la séparation des chromosomes lors de la mitose, ainsi que 
l’expression de gènes impliqués dans la méiose (Ohkura H. et coll., 1988). Enfin, chez S. 
cerevisiae, la caféine semble activer la voie de maintien de l’intégrité cellulaire dépendant de 
Pkc1 (Martin H. et coll., 2000), comme le suggère l’existence de mutants affectés dans la 
morphogenèse et la voie de la Pkc1 qui présentent une sensibilité accrue à la caféine 
(Costigan C. et coll., 1992; de Groot P. et coll., 2001; Paravicini G. et coll., 1992; Posas F. et 
coll., 1993; Ram A. F. et coll., 1994). 
1.2.3.3.2 Le blanc de Calcofluor et le Rouge Congo. 
Le blanc de Calcofluor et le Rouge Congo sont des colorants qui interagissent avec 
différents polysaccharides (Maeda H. et Ishida N., 1967; Wood P. J., 1980). Ils perturbent 
l’assemblage des microfibrilles de chitine in vitro et in vivo, et inhibent la formation de la 
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paroi et la croissance chez S. cerevisiae (Kopecka M. et Gabriel M., 1992; Roncero C. et 
Duran A., 1985; Sentandreu R. et coll., 1983). 
1.2.3.3.3 Intérêt particulier du blanc de Calcofluor. 
Le blanc de Calcofluor est un colorant fluorescent chargé négativement, capable de se 
lier à différents polysaccharides (Wood P. J., 1980). Excité par un rayonnement ultra-violet, il 
émet une importante fluorescence bleue. Il présente une affinité particulièrement forte pour la 
chitine et la cellulose, due à la fois à des liaisons hydrogènes (Maeda H. et Ishida N., 1967) et 
à des interactions dipolaires (Rattee I. D. et Greur M. M., 1974) avec les microfibrilles 
formées par ces deux composés. En raison de sa capacité à se lier à la cellulose, il a été utilisé 
industriellement pour blanchir papiers et textiles (DARKEN M. A., 1962; Harrington B. J. et 
Raper K. B., 1968). Par ailleurs, il a été employé pour marquer la paroi de cellules de plantes, 
d’algues et de champignons (Herth W. et Schnepf S., 1980; Nagata T. et Takebe I., 2002). 
Chez la levure S. cerevisiae, le blanc de Calcofluor permet de visualiser la chitine présente 
dans la paroi au niveau des cicatrices de bourgeonnement (Pringle J. R., 1991), mais aussi à la 
base du bourgeon dans les cellules en cours de division (Elorza M. V. et coll., 1983). En plus 
de ce rôle de marqueur in vitro, le blanc de Calcofluor a permis d’étudier la biosynthèse de la 
chitine, et de la paroi en général. En effet, lorsqu’il est présent dans le milieu de culture, le 
blanc de Calcofluor se lie aux chaînes de chitine en formation, empêchant leur cristallisation 
et la formation de microfibrilles (Elorza M. V. et coll., 1983). Dès lors, c’est l’assemblage 
global de la paroi qui est perturbé par le colorant, ce qui affecte la croissance et compromet la 
survie des cellules. En présence de ce colorant, on observe la formation d’agrégats 
multicellulaires résultant d'une séparation incomplète des cellules mère et fille. De plus, les 
septa observés entre ces cellules sont anormalement épais (Roncero C. et Duran A., 1985). Le 
blanc de Calcofluor induit l’activation des chitine synthases 1 et 2 probablement via un 
mécanisme dépendant de la synthèse protéique, puisque cette activation est abolie en présence 
de cycloheximide (Roncero C. et coll., 1988b). 
1.2.3.3.4 Utilisation du Blanc de Calcofluor pour isoler des mutants pariétaux. 
Dans la mesure où le blanc de Calcofluor ne pénètre pas dans la cellule, il constitue un 
élément de choix pour étudier les modifications des propriétés de surface des levures. Il a 
donc été choisi pour caractériser des altérations de la structure ou de la composition de la 
paroi de la levure S. cerevisiae. Des mutants résistants au Blanc de Calcofluor ont été isolés 
(Roncero C. et coll., 1988a), identifiant 5 loci CAL1 à CAL5. Ces mutants se sont avérés très 
utiles pour l’étude de la biosynthèse de la chitine puisqu’ils ont permis l’identification du 
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gène CHS3 (CAL1) codant pour la chitine synthase 3 et des gènes CHS4 (CAL2) et CHS5 
(CAL3) codant pour des régulateurs de l’activité de la chitine synthase 3. L’idée que les 
mutants affectés dans la synthèse ou l’assemblage de la paroi pourraient être incapables de 
supporter les perturbations additionnelles causées par le blanc de Calcofluor a permis la mise 
en œuvre de nouveaux cribles visant à isoler des mutants hypersensibles au blanc de 
Calcofluor par mutagenèse chimique à l’éthylméthane sulfonate (Ram A. F. et coll., 1994) ou 
par mutagenèse par transposons (Lussier M. et coll., 1997). Cette stratégie a permis d'une part 
la caractérisation de gènes déjà connus comme codant pour des protéines impliquées dans la 
synthèse des polysaccharides pariétaux (FKS1, KRE6, KRE2, MNN9), dans l’assemblage des 
composants pariétaux (GAS1), dans la stabilisation de la structure pariétale (CWP2), dans la 
synthèse de la paroi des asques (DIT2); et d'autre part l’identification de nouveaux gènes 
comme par exemple ECM27 et ECM33 codant pour des protéines pariétales, CWH41 
impliqué dans la synthèse des polysaccharides pariétaux et CWH43 impliqué dans la 
régulation de la biogenèse pariétale.  
1.2.3.3.5 Autres méthodes. 
L’utilisation de la sonication permet de cribler des mutants dont la structure de la paroi 
est modifiée par rapport à une souche sauvage (Ruiz C. et coll., 1999). La sensibilité ou la 
résistance à la sonication sont deux critères de criblage de mutants pariétaux à part entière, qui 
ont été pris en compte au cours d'un crible visant à identifier de nouveaux gènes impliqués 
dans la construction et la régulation de la paroi de la levure (de Groot P. et coll., 2001). 
1.3 Voies de biosynthèse des composants de la paroi. 
La synthèse des composants pariétaux a été décrite par plusieurs auteurs (Cid V. J. et coll., 
1995; Lipke P. N. et Ovalle R., 1998; Orlean P., 1997; Stratford M., 1994). Elle est 
étroitement liée aux événements du cycle cellulaire et se ferait par insertion des nouveaux 
composés après rupture de liaisons de type β (1,3) par des endo/exo β-glucanase encore 
imparfaitement caractérisées. La synthèse de la paroi a lieu lors de la formation du bourgeon 
et du septum (croissance polarisée) et lors de la croissance de la cellule fille (croissance non 
polarisée) 
1.3.1 Biosynthèse des β (1,3) glucanes. 
Les β(1,3) glucanes sont des polymères linéaires constitués de 1500 résidus D-glucose 
reliés par des liaisons β(1,3). Ils ont une conformation hélicoïdale (Krainer E. et coll., 1994; 
Manners D. J. et coll., 1973). Les chaînes de β(1,3) glucanes sont associées par trois, grâce à 
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des liaisons hydrogènes, afin de former un réseau tridimensionnel élastique (Lipke P. N. et 
Ovalle R., 1998). Cette caractéristique explique la grande élasticité de la paroi cellulaire. 
Lorsque une cellule est transférée dans une solution hypertonique, elle rétrécit rapidement 
(Morris G. J. et coll., 1986), (Martinez d. M., I et coll., 1996) et la porosité de la paroi 
cellulaire diminue (De Nobel J. G. et coll., 1990). Par contre, quand la cellule se trouve dans 
l’eau, elle grossit à nouveau. 
1.3.1.1 Caractéristiques enzymatiques de la synthèse des β(1,3) glucanes. 
La synthèse des β(1,3)glucanes a tout d’abord été caractérisée au niveau enzymatique 
puis, dans un second temps au niveau génétique. La réaction de synthèse des β (1,3) met en 
jeu le transfert d’une unité glucose sur une chaîne de polymère en formation. Le donneur de 
glucose est l’UDP-glucose. L’activité β(1,3) glucane synthase qui est localisée au niveau 
membranaire est activée en présence d’EDTA, d’ATP et de GTP (Shematek E. M. et coll., 
1980), (Notario V. et coll., 1982). Le produit de cette réaction s’est bien révélé être des β(1,3) 
glucanes du fait de leur alcali-solubilité, de leur insolubilité dans l’eau, et de leur sensibilité à 
la β(1,3)glucanase. L’activation de β(1,3) glucane synthase par le GTP est indépendante du 
transfert du γ-phosphate puisque des analogues du GTP incapable de transférer ce groupement 
agissent comme stimulateurs de l’activité β(1,3) glucane synthase.  
Par la suite, il a été mis en évidence que cette activité enzymatique était séparable en deux 
fractions, l’une soluble et l’autre membranaire, chacune des deux étant inactive seule. 
L’activité est restaurée lorsqu’on mélange les deux fractions en présence de GTP ou de l’un 
de ses analogues. La fraction membranaire insoluble semble contenir la sous unité catalytique 
de l’enzyme et le site de fixation de l’UDP-glucose, alors que la fraction soluble serait une 
protéine capable de fixer le GTP, et pourrait avoir un rôle régulateur (Kang M. S. et Cabib E., 
1986). Cette protéine fixant le GTP a été identifiée depuis comme étant le produit du gène 
RHO1. 
1.3.1.2 Gènes impliqués dans la synthèse et la régulation des β(1,3)glucanes. 
Une approche génétique a été mise en place pour identifier les gènes impliqués dans la 
synthèse des β(1,3) glucanes, en utilisant une panoplie de molécules perturbant la formation 
de la paroi et des antifongiques (voir plus haut) et par approche biochimique. Elle a conduit 
au clonage et au séquençage d’un gène présentant trois caractéristiques intéressantes. 
Premièrement, l’hypersensibilité au blanc de Calacofluor des mutants affectés au niveau de la 
paroi permis de cloner le gène CWH53 (Ram A. F. et coll., 1995). Deuxièmement, 
l’échinocandine et la papulacandine B ont été utilisés pour isoler des mutants résistants et qui 
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ont permis de cloner les gènes ETG1 (Douglas C. M. et coll., 1994b) et PRB1 (pour 
Papulacandine B Resistant) (Castro C. et coll., 1995). En fait, CWH53, ETG1 et PRB1 
représentent un seul gène. Il n’est pas essentiel, mais sa délétion réduit d’au moins 50% 
l’activité β(1,3) glucane synthase. Par ailleurs, des études sur la calcineurine (protéine 
phosphatase 2B dépendante du calcium et de la calmoduline) ont montré qu’elle était 
essentielle au maintien de l’intégrité cellulaire (Garrett-Engele P. et coll., 1995). Le gène 
CND1 a été cloné par complémentation d’une mutation cnd1, létale en combinaison avec 
l’absence de calcineurine. Enfin, le gène FKS1 a été cloné par complémentation d’un mutant 
hypersensible au FK506 et à la cyclosporine A, ces deux molécules étant des inhibiteurs de la 
calcineurine (Eng W. K. et coll., 1994; Parent S. A. et coll., 1993). Les gènes CND1 et FKS1 
sont identiques à CWH53, ETG1 et PRB1. La nomenclature conservée est FKS1.  
Un autre gène de séquence très proche de celle de FKS1 a été isolé, il s’agit de FKS2 
(Douglas C. M. et coll., 1994a). La délétion simultanée de ces deux gènes est létale et les 
protéines pour lesquelles ils codent sont identiques à 88%. Fks1 et Fks2 sont considérées 
comme des sous-unités catalytiques de deux formes distinctes de β(1,3) glucanes synthases, 
régulées de façon différente. La transcription de FKS2 est dépendante de la calcineurine et est 
inhibée par le FK506 et la cyclosporine A (Mazur P. et coll., 1995). En présence de ces 
inhibiteurs, la viabilité des cellules dépend donc uniquement de FKS1, ce qui explique 
pourquoi FKS1 a été cloné par létalité synthétique avec la calcineurine, et comme responsable 
de l’hypersensibilité à ces drogues.  
L’expression de ces deux gènes est régulée de façon complémentaire, FKS1 prédomine lors 
de la croissance sur glucose, alors que FKS2 est exprimé en absence de glucose. La 
transcription de FKS1 est régulée au cours du cycle cellulaire, avec un pic maximum au 
moment de la transition G1/S, lors de la croissance du bourgeon (Ram A. F. et coll., 1995). 
FKS2 est fortement induit au cours de la sporulation (pour laquelle il est essentiel) et lors du 
traitement par la phéromone, de façon calcineurine-dépendante. Il semble que FKS2 joue un 
rôle dans le remodelage de la paroi au cours du processus de conjugaison. La séquence de 
Fks1 et Fks2 présente 16 domaines transmembranaires, avec un grand domaine hydrophilique 
central localisé dans le cytosol. D’une façon intéressante, ce domaine central est fortement 
conservé dans les protéines FKS chez les champignons (Douglas C. M., 2001). Il semble que 
les protéines Fks1 et Fks2 jouent un rôle d’un scaffold pour d’autres protéines sous forme 
d’un complexe avec Rho1p (voir ci dessous). Le domaine central de la protéine FKS peut 
jouer un rôle important dans cette fonction de scaffolding (Klis F. M. et coll., 2004).  
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 Il a été montré que la sous-unité des β(1,3) glucane synthases qui lie le GTP (fraction 
"soluble") est une petite protéine G, codée par le gène essentiel RHO1 (pour Ras 
Homologous, homologue à l’oncogène mammifère Ras). Les mutants rho1 ont un phénotype 
de lyse à une étape spécifique du cycle cellulaire, lorsque les cellules ont un petit bourgeon. 
De plus, la protéine Rho1 présente une localisation cellulaire identique a celles des patches 
d’actine (Yamochi W. et coll., 1994), et donc se trouve au sommet du bourgeon lorsque celui-
ci se forme, puis au niveau du col entre les cellules mères et filles lors de la formation du 
septum (Yamochi W. et coll., 1994) (voir partie Morphogenèse). L’identification de Rho1 
comme la sous-unité régulatrice des β(1,3) glucane synthases liant le GTP a été réalisé de 
façon pratiquement simultanée par trois groupes différents. Ils ont montré d’une part que des 
mutants rho1 présentent une activité β(1,3) glucane sythase réduite et d’autre part que la 
protéine Rho1 peut être copurifiée avec Fks1 (Drgonova J. et coll., 1996; Mazur P. et 
Baginsky W., 1996; Qadota H. et coll., 1996). En plus de ses implications dans le 
bourgeonnement et dans la synthèse des β(1,3) glucanes, Rho1 a au moins une autre fonction 
dans la cellule. En effet, elle est responsable de l’activation de la protéine kinase Pkc1, qui est 
elle-même au sommet de la cascade de MAP kinase (Mitogen Activated Proteins) et qui 
coordonne la synthèse des constituants de la paroi en réponse à des signaux extracellulaires 
(Kamada Y. et coll., 1996; Nonaka H. et coll., 1995) (voir partie Morphogenèse). L’activation 
de Rho1 est sous la dépendance des GEP (pour GDP/GTP Exchange Proteins) : Rom1 et 
Rom2 (pour rho1 multicopy suppressor) (Delley P. A. et Hall M. N., 1999; Ozaki K. et coll., 
1996). L’inactivation de Rho1 quant à elle dépend des GAP (GTPase Activating Proteins) : 
Bem2, Sac7 et Lrg1 qui activent l’hydrolyse du GTP (associé à la forme activée de Rho1) en 
GDP. En conclusion, la protéine Rho1 est un élément central des mécanismes reliant la 
morphogenèse, la transmission des signaux extérieurs et la régulation de la synthèse des 
β(1,3) glucanes. 
 Un autre gène GNS1 requis pour la synthèse normale de β(1,3) glucanes a été cloné 
par complémentation d’une mutation provoquant la résistance à un analogue de 
l’échinocandine, ainsi que par différents phénotypes pléiotropiques qui reduisant de 80-90% 
de l’activité spécifique β(1,3) glucane synthase (el Sherbeini M. et Clemas J. A., 1995a). Ce 
gène non essentiel code pour une protéine membranaire du réticulum endoplasmique 
susceptible d’interagir avec d’autres protéines, qui pourrait être une sous-unité ou un 
régulateur des β(1,3) glucane synthases. La délétion simultanée de GNS1 et FKS1 n’est pas 
létale, bien que la souche obtenue pousse très lentement et montre une activité β(1,3) glucane 
synthase plus faible que dans chacun des deux simples mutants. Récemment, il a été montré 
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qu’un mutant gns1 accumule un inhibiteur non compétitif, le phytosphingosine, des β(1,3) 
glucane synthases dont la localisation est membranaire. Ce même mutant gns1 contient 30 
fois plus de phytosphingosines, un intermédiaire de la synthèse des sphingolipides. Il semble 
donc que la forte inhibition de l’activité β(1,3) glucane synthase observée dans un mutant 
gns1 soit la conséquence de l’hyperaccumulation de phytosphingosines dans la cellule (Abe 
M. et coll., 2001). 
 Une autre approche intéressante a été mise en place pour étudier la synthèse des β(1,3) 
glucanes, il s’agit de la sensibilité à la toxine killer qui a conduit à l’identification des deux 
gènes HKR1 et KNR4. Ce dernière fait l’objet majeur de cet étude qui est développé en détail 
ultérieurement (voir partie KNR4, Section 1.7).  
Gène Fonction Référence 
FKS1 Sous-unité catalytique de la β(1,3) glucane 
synthase (I) 
(Castro C. et coll., 1995; Douglas C. 
M. et coll., 1994a; Eng W. K. et coll., 
1994; Inoue S. B. et coll., 1995; Ram 
A. F. et coll., 1995) 
FKS2 Sous-unité catalytique de la β(1,3) glucane 
synthase (II) 
(Douglas C. M. et coll., 1994a) 
RHO1 Sous-unité régulatrice des  β(1,3) glucane 
synthases, fixe le GTP, joue un rôle clé 
dans la morphogenèse 
(Drgonova J. et coll., 1996; Mazur P. 
et Baginsky W., 1996; Qadota H. et 
coll., 1996) 
GNS1 Régulation de l’activité β(1,3) glucane 
synthase 
El-Sherbeini et Clemas, 1995 
KNR4 Régulation de l’activité β(1,3) glucane 
synthase 
(Hong Z. et coll., 1994a) 
HKR1 Régulation de l’activité β(1,3) glucane 
synthase et du site de bourgeonnement 
(Yabe T. et coll., 1996) 
Tableau 2 : Liste des gènes impliqués dans la synthèse et la dégradation des β(1,3) glucanes chez 
S.cerevisiae 
1.3.2 Biosynthèse des β(1,6) glucanes.  
Les β(1,6) glucanes jouent un rôle clé dans la structure de la paroi de Saccharomyces 
cerevisiae. Ils constituent une sorte de ciment qui relie entre eux les autres composants : 
mannoprotéines, β(1,3) glucanes et chitine (Kollar R. et coll., 1997). Ils représentent environ 
7% du poids sec de la paroi et sont minoritaires par rapport aux β(1,3) glucanes, avec un 
degré de polymérisation de 140 à 350 résidus (Shahinian S. et Bussey H., 2000). Ils ont une 
structure plus complexe que les β(1,3) glucanes (Magnelli P. et coll., 2002), car constitués 
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d’un cœur de résidus liés en β(1,6) branché par des liaisons β(1,3) portant des chaînes 
latérales β(1,6) (Bostian K. A. et coll., 1980). 
1.3.2.1 Gènes impliqués dans la synthèse des β(1,6) glucanes. 
Des cribles génétiques ont permis d’identifier plusieurs protéines impliquées dans la 
synthèse des β(1,6) glucanes, ces protéines sont localisées dans le réticulum endoplasmique, 
l’appareil de golgi, le cytoplasme et la surface cellulaire. Ces cribles ont utilisé principalement 
la toxine killer K1 (voir introduction, les toxines killer, section 1.2.3.2). Les mutants affectés 
dans la synthèse des β(1,6) glucanes présentent moins ou pas de récepteurs pour la toxine, ces 
mutants sont donc résistants à la toxin Killer K1 (Hutchins K. et Bussey H., 1983). Plusieurs 
mutants résistants à la toxine Killer K1 ont été isolés, il s’agit des mutants kre (pour Killer 
Resistant), de kre1 à kre11, qui présentent une diminution de la teneur en β(1,6) glucanes dans 
leur paroi (Al Aidroos K. et Bussey H., 1978; Boone C. et coll., 1990; Brown J. L. et coll., 
1993). Certains gènes KRE ont été identifiés, et sont requis pour la synthèse de ce polymère. 
L’ensemble de ces données a conduit a une hypothèse qui met la lumière sur le processus 
séquentiel de la biosynthèse de β(1,6) glucanes. Cette synthèse des β(1,6) glucanes est initié 
dans le réticulum endoplasmique, ensuite dans l’appareil de golgi et jusqu'à la surface 
cellulaire (Azuma M. et coll., 2002; Klis F. M., 1994; Orlean P., 1997; Shahinian S. et Bussey 
H., 2000). Cependant, les β(1,6) glucanes ont été détectés par immuno-marquage au niveau de 
la surface cellulaire, mais pas le long de l’appareil sécrétoire, suggérant ainsi que 
l’assemblage final des β(1,6) glucanes soit principalement localisé à la surface cellulaire. Les 
gènes KRE5, BIG1, CWH41, ROT2 et CNE1 codent pour des protéines du réticulum 
endoplasmique impliquées dans la synthèse des β(1,6) glucanes. Le mutant kre5 dont la 
viabilité varie suivant le fond génétique, possède une paroi presque entièrement dépourvue de 
β(1,6) glucanes et une croissance extrêmement lente (Meaden P. et coll., 1990; Shahinian S. 
et coll., 1998). De plus, ces cellules présentent de nombreuses aberrations morphologiques : 
une paroi sans couche externe de mannoprotéines et une importante accumulation dans le 
cytoplasme de vacuoles issues du réticulum endoplasmique (Simons J. F. et coll., 1998). De 
plus, les mutants kre5 sécrètent dans le milieu extérieur des protéines qui sont normalement 
fixées à la paroi, comme Cwp1 ou l’α-agglutinine (Jiang B. et coll., 1996; Lu C. F. et coll., 
1995).Le gène KRE1 code pour une protéine riche en sérine et thréonine et fortement O-
glycosylée, localisée à la surface cellulaire (Roemer T. et Bussey H., 1995). Dans les mutants 
kre1 la proportion de β(1,6) glucanes dans la paroi est réduite de 40%, la structure de ces 
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glucanes est modifiées et la couche externe de mannoprotéines apparaît absente de la paroi 
(Boone C. et coll., 1990) 
 Les gènes KRE6 et SKN1 codent pour deux glycoprotéines membranaires homologues 
ayant 66% d’identité et localisées au niveau de l’appareil Golgi (Roemer T. et coll., 1994). La 
délétion de KRE6 entraîne un ralentissement de la croissance cellulaire, une diminution de 
50% de la fraction β-glucanes de la paroi, affectant à la fois les β(1,6) glucanes et les β(1,3) 
glucanes (Roemer T. et Bussey H., 1991). La disruption de SKN1 ne cause aucun des 
phénotypes associés aux mutants kre6, et ne diminue pas non plus la sensibilité à la toxine 
killer K1, bien que SKN1 en multicopie permette de supprimer les défauts associés à la 
délétion de KRE6. La double délétion de KRE6 et SKN1 est létale dans certains fonds 
génétiques.  
KRE9 et SKN7 codent pour des protéines de la surface cellulaire. KRE9 code pour une 
protéine fortement O-glycosylée, nécessaire à la synthèse des β(1,6) glucanes et à une 
croissance normale (Brown J. L. et Bussey H., 1993). Les mutants kre9 ont une croissance 
extrêmement lente et une morphologie anormale. Le gène SKN7 a été identifié comme 
suppreseur multicopie de KRE9. La surexpression du gène SKN7 supprime le phénotype de 
lyse des mutants pkc1, et restore l’expression des cyclines de la phase G1 dans les cellules 
dépourvues des facteurs de transcription SBF et MBF (voir partie 1.4) (Brown J. L. et coll., 
1994; Morgan B. A. et coll., 1995). 
Tout récemment, un dosage immunoenzymatique utilisant les anticorps anti-β1,6-
glucane mis en evidence une activité de synthèse de β(1,6)glucanes dans des extraits 
membranaires de levure. Cette activité est dépendante de la présence de GTP, au même titre 
que la β1,3-glucane synthase, et il a été montré que c’était la protéine Rho1 qui est 
responsable de cette activation. Cette activité enzymatique est en revanche réduite chez les 
mutants kre5 et kre1 (Vink E. et coll., 2004) . 
1.3.2.2 Lien avec la voie de la Pkc1. 
 Des interactions génétiques ont été mises en évidence entre certains gènes impliqués 
dans la synthèse β(1,6) glucanes et différents éléments de la voie de transmission du signal 
dépendante de la Pkc1. Par exemple, le phénotype de lyse des mutants pkc1 peut être 
supprimé par une surproduction même assez faible de Kre6, et la délétion simultanée des 
gènes PKC1 et KRE6 est létale, ainsi que celles de MKK1,2 et KRE6, PKC1 et KRE11 
(Roemer T. et coll., 1994). Ces éléments plaident pour un contrôle de la synthèse des β(1,6) 
 25
  Etude Bibliographique 
glucanes par la Pkc1, éventuellement par une branche distincte de la cascade de MAP kinase 
dépendante de la Pkc1. 
Gène Fonction proposée Localisation cellulaire 
KRE1 Fortification de la paroi Surface cellulaire 
KRE5 Homologie avec l’UGGT, glucosyl tranférase 
impliquée dans la synthèse des N-glycanes 
Réticulum Endoplasmique 
KRE6 Interagit avec Pkc1 Golgi 
SKN1 Homologue de KRE6 Golgi 
KRE9 Régulateur ? Surface cellulaire 
KNH1 Homologue de KRE9 Surface cellulaire 
CWH41 Glucosidase I Réticulum Endoplasmique 
KRE11 Transport entre le réticulum endoplasmique et 
l’appareil de golgi ? 
Cytoplasme 
SKN7 Facteur de transcription, interagit avec Pkc1 Nucléaire et cytoplasmique ? 
Tableau 3 : Liste des gènes impliqués dans la synthèse des β(1,6)glucanes chez la levure 
S.cerevisiae. 
1.3.3 Synthèse des mannoprotéines. 
Les mannoprotéines se trouvent dans la couche externe de la paroi et constituent le 
deuxième composant majoritaire de la paroi chez S. cerevisiae. Ces mannoprotéines sont des 
protéines de haut poids moléculaire glycosylées par des polysaccharides très ramifiés d’au 
moins 150 unités de D-mannose reliées par des liaisons α(1,2), α(1,3) et α(1,6). Elles peuvent 
être divisées en deux classes : les GPI-CWP ancrées aux β1,6-glucanes pariétaux via une 
ancre GPI, et les PIR-CWP attachées directement aux β(1,3)glucanes (Kapteyn J. C. et coll., 
1999). D’autres mannoprotéines pariétales plus marginales sont attachées par des liaisons 
ioniques ou disulfides. Les mannoprotéines pariétales peuvent être des éléments structuraux 
participant à l’intégrité de la paroi, des enzymes localisées dans la paroi elle-même, dans 
l’espace périplasmique ou à la surface cellulaire ou bien des protéines destinées à être libérées 
dans le milieu. Les unités saccharidiques nécessaires à la synthèse des mannoprotéines sont 
issues du métabolisme intermédiaire des carbohydrates, sous forme de sucres nucléotidiques: 
UDP-GlcNAc, UDP-Glc et GDP-Man. La formation d’UDP-Glc débute par l'isomérisation du 
glucose-6P en glucose-1P sous l'action de deux phosphoglucomutases codées par les gènes 
PGM1 et PGM2. (Boles E. et coll., 1997; Oh D. et Hopper J. E., 1990). La formation d'UDP-
Glc à partir de glucose-1P et d’UTP, est catalysée par l'UDP-Glc pyrophosphorylase codée 
par UGP1 (Daran J. M. et coll., 1995). Le transfert du glucose à partir d’UDP-glucose sur une 
molécule de dolichol-phosphate pour former du dolichol-phosphate-glucose (Dol-P-Glc) est 
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sous la dépendance de l'UDP-glucose:dolichol-phosphate glucosyltransférase fixée à la 
membrane du réticulum endoplasmique, codée par ALG5 (Heesen S. et coll., 1994). 
La biosynthèse des mannanes débute dans le cytoplasme par l’isomérisation du fructose-6P en 
mannose-6P sous l’action de la mannose-6P phosphate isomérase Pmi40p (Paravicini G. et 
coll., 1992). Après épimérisation du mannose-6P en mannose-1P par la mannose phosphate 
mutase codée par SEC53 (Kepes F. et Schekman R., 1988), le GDP-mannose est formé à 
partir de GTP et de mannose-1P par la GDP-mannose pyrophosphorylase Psa1 (Hashimoto H. 
et coll., 1997; Yoda K. et coll., 2000).  
Les mannoprotéines de la paroi peuvent porter des chaînes extérieures comprenant jusqu’à 
150 mannoses reliés par des liaisons α(1,6), elles-mêmes ramifiées par des chaînes latérales 
d’unités mannose reliées en α(1,2) et α(1,3). Ce complexe saccharidique est fixé sur un 
groupement amide de l’asparagine d’une suite de trois acides aminés Asn-X-Thr/Asn-XSer, 
où X est n’importe quel acide aminé sauf la proline (Cutler N. S. et coll., 2001). Les chaînes 
de N-glycosylation sont constituées d’un cœur d’oligosaccharide comprenant huit mannoses 
et deux unités de N-acétylglucosamine. Dans certains cas, le cœur d’oligosaccharide peut 
contenir jusqu’à treize mannoses (Herscovics A. et Orlean P., 1993). L'étude des mutants mnn 
a également facilité la caractérisation d'autres gènes dont les produits sont impliqués 
indirectement dans la glycosylation ou dans d’autres fonctions cellulaires associées à 
l’appareil sécrétoire (Ballou C. E., 1990; Jigami Y. et Odani T., 1999; Lussier M. et coll., 
1997). La maturation des chaînes N-glycosylées, qui a lieu dans l’appareil de Golgi, peut 
conduire à l’ajout de quelques mannoses supplémentaires ou de chaînes extérieures de 
plusieurs centaines de résidus (Dean N., 1999). Ces chaînes extérieures constituent les 
mannanes à proprement dit des mannoprotéines. L’étude de l’élaboration de ces chaînes 
extérieures, grâce aux mutants mnn, a permis d’identifier d'une part le gène MNN1 qui code 
pour l’α(1,3) mannosyltransférase terminale, mais aussi toute une kyrielle de gènes MNN 
codant pour des mannosyltransférases impliquées dans la maturation des chaînes de N-
glycosylation comme MNN9 (Yip C. L. et coll., 1994). 
La O-glycosylation consiste en une chaîne linéaire de quatre ou cinq mannoses reliés par des 
liaisons α(1,2) et α(1,3) (Ernst J. F. et Prill S. K., 2001). La synthèse de ces chaînes 
saccharidiques commence dans le réticulum endoplasmique par le transfert d’un mannose 
donné par le Dol P-Man sur un résidu sérine ou thréonine de la protéine (Strahl-Bolsinger S. 
et coll., 1999). Ce sont les sept gènes de la famille PMT (pour Protein O-Mannosyl 
Transferase) qui interviennent dans cette première étape (Gentzsch M. et Tanner W., 1996; 
Girrbach V. et coll., 2000; Immervoll T. et coll., 1995; Lussier M. et coll., 1995a; Strahl-
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Bolsinger S. et coll., 1999; Timpel C. et coll., 2000). Les gènes de cette famille codent pour 
des O-mannosyltransférases ayant entre elles, 50 à 80% d’identité de séquence nucléotidique. 
Alors que les simples mutants n’ont pas de phénotype marqué, les triples mutants 
pmt1pmt3pmt4 et pmt2pmt3pmt4 ne sont pas viables (Gentzsch M. et Tanner W., 1996). En 
plus de son rôle de O-mannosyltransférase, Pmt1p pourrait avoir un rôle dans l’ancrage de 
certaines protéines pariétales (Bourdineaud J. P. et coll., 1998). La synthèse des chaînes O-
glycosylées se poursuit dans l’appareil de Golgi par l’ajout de mannoses supplémentaires à 
partir de GDP-mannose. Toutes les enzymes impliquées dans l’élongation des chaînes O-
glycosylées sont des protéines membranaires dont le domaine catalytique est orienté vers le 
lumen de l’appareil de Golgi (Hausler A. et coll., 1992; Lussier M. et coll., 1995b; Lussier M. 
et coll., 1997; Yip C. L. et coll., 1994). Les protéines Ktr1, Ktr3 et Mnt1 semblent être 
responsables du transfert du second α(1,2) mannose (Lussier M. et coll., 1997; Ruiz C. et 
coll., 1999). L’élongation continue grâce à la protéine Mnt1 responsable de l’ajout du 
troisième mannose (Hausler A. et coll., 1992). Enfin, le quatrième et cinquième mannose sont 
transférés par Mnn1p, une enzyme qui participe donc à la fois au processus de N- et O-
glycosylation. L’addition d’une ancre Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GPI) à l’extrémité C-
terminale des protéines est un mécanisme, chez les eucaryotes, qui vise à attacher ces 
protéines à la surface cellulaire. Chez la levure, les ancres GPI sont essentielles à la 
morphogenèse cellulaire et à l’ancrage des mannoprotéines de type GPI-CWP aux 
β(1,6)glucanes (Lipke P. N. et Ovalle R., 1998; Orlean P., 1997). 
Les protéines à ancre GPI sont synthétisées sous forme de précurseurs portant à la fois une 
séquence signal N-terminale hydrophobe leur permettant d’entrer dans la voie de sécrétion, et 
un peptide C-terminal hydrophobe qui sera clivé et remplacé par l’ancre. Le site de clivage de 
la protéine se situe 10 à 12 acides aminés en amont du domaine C-terminal hydrophobe. De 
plus, des expériences de mutagenèse ont montré que l’acide aminé à chaîne latérale courte 
(type isoleucine par ex.) sur lequel l’ancre est fixée doit être suivi de deux résidus également à 
chaîne latérale courte (Nuoffer C. et coll., 1993). 
1.3.4 Biosynthèse de la chitine. 
 Malgré sa faible proportion (1 à 4% du poids sec de la paroi), la chitine est un 
composant essentiel de la paroi. Il s’agit d’un polymère linéaire constitué d’unités d’environ 
120 résidus N-acétylglucosamine reliés par des liaisons β(1-4). Les chaînes de chitine sont 
associées de façon antiparallèle par des ponts hydrogènes pour former des microfibrilles 
capables de retenir le blanc de Calcofluor (Elorza M. V. et coll., 1983; Minke R. et Blackwell 
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J., 1978; Roncero C. et Duran A., 1985). Chez S.cerevisiae, ainsi que chez C.albicans, la 
chitine est attachée de façon covalente aux β(1-3) et β(1-6) glucanes (Kapteyn J. C. et coll., 
1997; Klis F. M. et coll., 2001; Kollar R. et coll., 1995; Kollar R. et coll., 1997). En culture 
végétative, la chitine est très concentrée au niveau des cicatrices de bourgeonnement laissées 
à la surface de la cellule mère après la division cellulaire. Elle est également présente de façon 
dispersée dans l’ensemble de la paroi et peut atteindre 20% de la masse séche totale de la 
paroi dans certaines conditions de stress ou chez des mutants affectés dans la synthèse de 
glucanes ou mannanes (Dallies N. et coll., 1998; Magnelli P. et coll., 2002). Cette 
hyperaccumulation de chitine sous ces conditions particulières s’explique par une activation 
transcriptionnelle du gène GFA1 qui code pour la glutamine fructose-6-phosphate 
amidotransférase, la première enzyme impliquée dans la voie de synthèse de la chitine 
(Lagorce A. et coll., 2002). 
1.3.4.1 Gènes impliqués dans la synthèse de la chitine. 
 La synthèse de la chitine est sous le contrôle de trois chitine synthases codées par les 
gènes CHS1, CHS2 et CHS3 (Bulawa C. E. et coll., 1986; Bulawa C. E., 1993; Silverman S. J. 
et coll., 1988). La mutation de l’un de ces gènes conduit à une diminution de la quantité de 
chitine pariétale et donc à une résistance au blanc de Calcofluor (Roncero C. et coll., 1988b). 
Alors que les simples mutants chs1, chs2, chs3 et les doubles mutants chs1chs2 et chs1chs3 
sont viables, le double mutant chs2chs3 ne l’est pas (Shaw J. A. et coll., 1991). CHS1, CHS2 
et CHS3 codent pour des protéines transmembranaires dont le domaine catalytique est situé au 
niveau de la face cytoplasmique. D’autre part, Chs1, Chs2 et Chs3 ont également été 
observées au niveau de vésicules cytoplasmiques appelées chotosomes (Chuang J. S. et 
Schekman R. W., 1996; Leal-Morales C. A. et coll., 1988; Leal-Morales C. A. et coll., 1994; 
Ziman M. et coll., 1996). La Chs1 exerce une fonction de réparation au niveau de la cicatrice 
de bourgeon lors de la séparation des cellules mère et fille (Cabib E. et coll., 1989). La Chs2 
est impliquée dans la synthèse du septum primaire entre les cellules mère et fille ( voit 
paragraphe Morphogenèse). Chs3 catalyse la formation de 90% de la chitine pariétale 
(Garcia-Rodriguez L. J. et coll., 2000). Chs3 est une enzyme dont la localisation cellulaire et 
l’activité au cours de la division cellulaire sont régies par les protéines régulatrices codées par 
CHS4, CHS5, CHS6 et CHS7. Cet ensemble de protéines est impliqué dans la régulation de la 
synthèse de la chitine au cours du cycle cellulaire et au cours des différents évènements 
morphologiques de différenciation tels que la conjugaison, la sporulation ou la croissance 
filamenteuse (voir partie Morphogenèse). 
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1.3.4.2 Synthèse de la chitine au cours du cycle cellulaire. 
 Au cours du cycle cellulaire, les différentes activités chitine synthase sont régulées de 
façon transcriptionnelle, en particulier pour CHS1 et CHS2, et post-traductionnelle par une 
activation de protéolyse et par des interactions avec des sous unités régulatrices. En fin de 
phase G1, un anneau de chitine est formé à la base du futur bourgeon (Drubin D. G., 1991). 
Cette déposition localisée de chitine se poursuit lors de croissance du bourgeon. En fin de 
phase G2, lorsque le bourgeon a atteint une taille proche de celle la cellule mère, une 
activation de la transcription du gène CHS2 est observée (Pammer M. et coll., 1992), ainsi 
que de l’activité CSII (Choi K. Y. et coll., 1994) qui coincide avec la synthèse d’un fin disque 
de chitine séparant les cellules mères et filles, le septum primaire. Une chitinase, codée par le 
gène CHSI, hydrolyse alors le septum primaire permettant la séparation des deux cellules. A 
ce stade du cycle cellulaire, la transcription du gène CHSI est activée (Pammer M. et coll., 
1992) et l’activité de réparation due à la CSI renforce la cicatrice de bourgeon à la surface de 
la cellule mère. Le gène CHSI pourrait être régulé au cours du cycle cellulaire d’une façon 
asymétrique entre les cellules mères et filles. La régulation de la CSIII est plus complexe. La 
transcription du gène CHS3 présente des fluctuations au cours du cycle cellulaire (Pammer M. 
et coll., 1992). La CSIII est responsable de la chitine déposée sous forme d’anneau à la base 
du bourgeon naissant (Shaw J. A. et coll., 1991). 
1.3.4.3 Synthèse de chitine lors de la conjugaison. 
 Lors du traitement par la phéromone a (ou α), les cellules haploïdes de type a 
subissent un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire et d’importantes modifications 
morphologiques. Les cellules s’allongent, prennent une forme de poire (appelée projection de 
conjugaison ou shmoo) et la chitine est déposée au sommet de celle-ci (voir partie 
Morphogenèse). Il semble que cette chitine soit attribuée à l’activité CHS3, avec un rôle très 
important joué par la sous-unité Chs5. En effet, des mutants chs5 présentent un grave défaut 
de formation de projections, plus marqué que celui des mutants chs3 (Santos B. et coll., 
1997). Un rôle a été proposé pour la CHS1 lors de la conjugaison : Elle pourrait assurer une 
fonction de réparation (comme au cours du cycle cellulaire) lors de la lyse de la paroi qui doit 
avoir lieu pour la fusion des deux cellules (Choi W. J. et coll., 1994). 
1.3.4.4 Synthèse de chitine lors de la sporulation. 
 Après les deux divisions méiotiques, les quatre noyaux haploïdes sont d’abord 
entourés d’une double membrane. Puis des composants pariétaux sont déposés à l’intérieur de 
celle-ci, jusqu'à la formation d’une structure en quatre couches, extrêmement résistantes aux 
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attaques enzymatiques (proteases, chitinases, glucanases) ainsi qu’aux solvants organiques 
(éther, alcool) et aux chocs thermiques. A l’heure actuelle, les processus moléculaires 
conduisant à cet accroissement de la synthèse de chitine ne sont pas identifiés. Cependant, 
certains résultats présentés dans ce mémoire sont succeptibles de fournir des éléments de 
réponse (voir partie KNR4, section 1.7)  
1.4 Polarité cellulaire et morphogenèse chez la levure. 
Le nombre important de gènes responsables de la synthèse de la paroi et la nécessité 
d’un contrôle étroit de cette synthèse en réponse à des signaux extra et intra cellulaires 
impliquent l’existence de systèmes de régulation complexes. Ces systèmes doivent être 
capables d’organiser la morphogenèse et de la relier au cycle cellulaire d’une part, et aux 
changements environnementaux d’autre part. Si les gènes codant pour les enzymes de 
biosynthèse des composants de la paroi ont été isolés par des phénotypes de résistance ou de 
sensibilité à différentes drogues et toxines, ceux impliqués dans leur régulation ont plutôt été 
identifiés grâce à des mutants lytiques (ou auto-lytiques), ou affectés au niveau du 
bourgeonnement (blocage en phase G1, bourgeonnement anarchique…) et, plus 
généralement, présentant des défauts de morphogenèse, soit en condition de croissance 
végétative, soit en condition de différenciation (conjugaison, sporulation, formation de 
pseudo-hyphes). Parmi eux on trouve de nombreux gènes CDC (pour Cell Division Cycle), 
requis pour la mitose mais pas pour la croissance cellulaire. 
 Le processus de la morphogenèse cellulaire est un des processus fondamentaux 
communs chez les organismes unicellulaires et multicellulaires. Les changements 
morphologiques rendent la cellule capable de remplir des fonctions spécialisées et de 
construire des formes uniques. 
 Deux principaux types de mécanismes ont été mis en évidence dans la régulation de la 
morphogenèse. Le première est constitué de cascades de phosphorylation du type MAP 
kinases (pour Mitogen Activated Proteins), avec une importance prépondérante de celle 
dépendant de la protéine kinase C ou Pkc1, l’homologue chez Saccharomyces cerevisiae de la 
PKC des mammifères (Lewin A. S. et coll., 1990). Le second mécanisme de régulation est 
également un motif conservé dans de nombreux autres types de cellules (Hall A., 1990) 
(Bourne H. R. et coll., 1991). Il met en jeu de petites GTPases (ou "protéines G ", fixant le 
GTP) qui sont activées lorsqu’elles sont liées au GTP et inactives lorsqu’elles sont liées au 
GDP. Le cycle GTP/GDP de ces protéines fait intervenir plusieurs types de régulateurs, 
notamment les GEPs (pour GTP/GDP exchange proteins), les GDIs (pour guanine nucléotide 
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dissociation inhibitors) et les GAPs (pour GTPase activating proteins). Deux protéines du 
type GTPases jouent un rôle primordial dans la morphogenèse, il s’agit de Cdc42 et de Rho1. 
 Par ailleurs, les différents éléments du cytosquelette sont impliqués dans la 
morphogenèse. L’actine est indispensable à la croissance polarisée des cellules et les septines 
qui constituent l’anneau au niveau du col entre cellule mères et filles ("neck filaments") sont 
nécessaires à la formation du septum et à la cytokinése (Longtine M. S. et coll., 1996). Les 
microtubules semblent jouer un rôle moins important dans les processus morphogenétiques et 
notamment au cours du bourgeonnement puisqu’ils ne sont pas indispensables pour ces 
évènements (Yang S. et coll., 1997) 
 La « croissance polarisée » est une croissance asymétrique d’une région particulière de 
la cellule pour former une forme et structure particulière. La levure Saccharomyces cerevisiae 
induit une croissance polarisée durant différentes étapes de son cycle cellulaire, et cette 
croissance se produit à une position définie sur la surface de la cellule.  
Quatre types de programmes morphogenétiques différents peuvent avoir lieu chez 
Saccharomyces cerevisiae :  
- Une multiplication cellulaire par bourgeonnement se produit en présence d’une ample 
ressource nutritionnelle (croissance végétative). 
- La formation de shmoos en réponse aux phéromones sexuelles. 
- La sporulation à partir d’une cellule diploïde a/α en carence nutritionnelle. 
- La formation de pseudohyphes dans certaines conditions de carence en azote (voir 
paragraphe croissance pseudohyphale ou filamenteuse) (Figure 3). 
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Figure 3: Les différentes options de développement chez Saccharomyces cerevisiae. 
La croissance polarisée de la levure Saccharomyces cerevisiae est nécessaire pour diriger le 
bourgeonnement durant la réplication cellulaire et la formation de shmoos durant la 
conjugaison. Plusieurs exigences sont requises pour que la croissance cellulaire se produise 
chez la levure : 
• L’affaiblissement de la paroi cellulaire par des enzymes de digestion pour 
permettre l’expansion cellulaire. 
• La synthèse d’une nouvelle paroi cellulaire par les enzymes biosynthétiques.  
1.4.1 Bourgeonnement.  
En culture végétative, le cycle cellulaire de Saccharomyces cerevisiae peut être divisé 
en quatre étapes morphogénétiques synchronisées avec les événements nucléaires. La 
première a lieu au cours de la phase G1, elle est constituée par la sélection du site de 
bourgeonnement. Ensuite, la localisation du cytosquelette d’actine ainsi que de nombreuses 
autres protéines au niveau du site sélectionné permet l’émergence du bourgeon, juste après le 
point START du cycle cellulaire. La croissance du bourgeon qui s’accompagne d’un 
relâchement de la localisation de l’actine, commence en fin de phase G1 et se poursuit à 
travers les phases S et G2. Enfin la séparation des cellules mère et fille ou cytokinèse, qui 
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nécessite une redistribution préalable du cytosquelette d’actine vers la région du septum, a 
lieu en fin de phase M, après la division nucléaire (Figure 4).  
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Figure 4 : Les différentes phases du cycle cellulaire végétatif de Saccharomyces cerevisiae. 
1.4.1.1 Sélection du site de polarisation durant le bourgeonnement  
Les divisions cellulaires se produisent par bourgeonnement sur des sites spécifiques, 
qui sont déterminés en fonction du type sexuel des cellules de Saccharomyces cerevisiae. Les 
cellules choisissent leur site de bourgeonnement selon deux schémas distincts (Madden K. et 
Snyder M., 1998), (Casamayor A. et Snyder M., 2002). Les cellules haploïdes a ou α (ainsi 
que les diploïdes a/a ou α/α) bourgeonnent selon un schéma axial dans lequel le nouveau 
bourgeon est placé immédiatement adjacent au site utilisé lors du cycle précédent. Les 
cellules a/α (diploïde normal ) utilisent un schéma bipolaire, dans lequel le nouveau bourgeon 
peut être placé soit prés du dernier site utilisé soit au pôle opposé de la cellule. De plus, le 
premier bourgeon d’une cellule fille a/α est en général placé au pôle distal, à l’opposé de sa 
cicatrice de naissance (Chant J. et Pringle J. R., 1995). Il semble que la sélection du site de 
bourgeonnement résulte de deux voies différentes dans les deux schémas, puisque l’un peut 
être perdu sans que l’autre soit affecté (Zahner J. E. et coll., 1996)(Figure 5).  
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Figure 5 : Les schémas de bourgeonnement axial et bipolaire chez Saccharomyces cerevisiae. La 
cicatrice marque la place ou la cellule a été initialement attachée à la cellule mère (M), appelé la 
cicatrice de naissance, alors que les cicatrices qui sont plus petites provenant de la cellule fille 
sont appelées les cicatrices de bourgeon. De nombreuses protéines nécessaires pour la sélection 
du site de bourgeonnement ont été identifiées. Elles peuvent être classées en trois groupes selon 
les différents phénotypes de schéma de bourgeonnement associés. 
L’analyse des différentes protéines impliquées dans la sélection du site de bourgeonnement a 
révélé deux pistes importantes : 
1- Il existe une hiérarchie des sites de bourgeonnement. Chez les cellules haploïdes, la perte 
par mutation ou par d’autres moyens des composants du mécanisme axial provoque la 
sélection des sites selon le schéma bipolaire (Chant J. et Pringle J. R., 1995; Madden K. et 
Snyder M., 1992; Snyder M. et coll., 1991). Il existe donc chez les cellules haploïdes un 
mécanisme de sélection préférentiel pour le site axial, le mécanisme bipolaire étant utilisé par 
défaut. 
2- Les études sur les protéines impliquées dans la sélection des sites de bourgeonnement ont 
montré qu’il existe différents types des composants (a)- Marqueurs moléculaires corticaux 
(cortical tags), un groupe des protéines qui se localisent au niveau du pôle cellulaire et qui 
marquent les nouveaux sites de croissance polarisée. (b)- GTPase, qui semble diriger les 
molécules ou aider à assembler des molécules sur des sites spécifiques. (c)- Des protéines 
réunies sur les nouveaux sites et qui participent à la formation des nouveaux bourgeons. 
(Casamayor A. et Snyder M., 2002; Madden K. et Snyder M., 1998). 
Les protéines Spa2 , Pea2, Bud6 et Bni1 forment ce qu’on appelle le « complexe 12S » ou 
« polarisome » (Fujiwara T. et coll., 1998; Sheu Y. J. et coll., 1998). Ces protéines se 
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présentent sous forme d’un patch sur le site de bourgeonnement naissant, puis, au cours du 
cycle cellulaire, elles se localisent sur la pointe du bourgeon et enfin sur la région du col de 
bourgeon avant la cytokinèse (Amberg D. C. et coll., 1997; Evangelista M. et coll., 1997; 
Gehrung S. et Snyder M., 1990; Snyder M., 1989). Chacune  de ces protéines Spa2 , Pea2, 
Bud6 et Bni1 est requise pour la croissance apicale (Sheu Y. J. et coll., 2000), qui est la phase 
initiale de la croissance du bourgeon (dans laquelle le bourgeon croît par sa pointe) (Figure 6). 
De manière intéressante, il a été noté que des délétions de l’un des composants du polarisome 
SPA2, PEA2, BUD6 ou BNI1 (Fujiwara T. et coll., 1998; Sheu Y. J. et coll., 1998) provoquent 
un bourgeonnement au hasard chez les cellules diploïdes. Mais, elles n’affectent pas le 
schéma axial chez les cellules haploïdes ;(Ni L. et Snyder M., 2001). De plus, Spa2 et Bud6 
interagissent dans le système double hybride avec des composants de la cascade de 
signalisation (MAP) kinase qui régule la croissance polarisée cellulaire chez la levure (Sheu 
Y. J. et coll., 1998). Il semble donc que les protéines Spa2, Pea2 et Bud6 servent à lier les 
composants impliqués dans la sélection des sites de bourgeonnement avec les cascades de 
signalisation pour la croissance polarisée.(voir partie 1.6, section 1.6.2). 
Rsr1, Bud2 et Bud5 constituent un schéma (module) de signalisation de GTPase 
impliqués dans la sélection du site de bourgeonnement. Des mutants déficients pour le 
schéma axial et bipolaire ont été isolés, ce qui a permis d’identifier une cascade commune aux 
deux schémas de bourgeonnement. Ainsi, des mutations sur RSR1, BUD2 et BUD5 
provoquent un bourgeonnement au hasard dans les cellules haploïdes et diploïdes. Ces trois 
gènes semblent donc coder pour un module commun constitué d’une GTPase ras-related, 
Rsr1/Bud1 (Bender A. et Pringle J. R., 1989; Chant J. et coll., 1991), de son régulateur de 
type GAP (GTPase-activating protein) Bud2 (Park H. O. et coll., 1993) et du GEF (guanine-
nucleotide exchange factor) Bud5 (Chant J. et coll., 1991). Ces trois éléments sont des 
protéines corticales qui s’accumulent sur le site de bourgeonnement (Park H. O. et coll., 1999) 
(Marston A. L. et coll., 2001) ; (Park H. O. et coll., 2002) ; (Pruyne D. et coll., 2004). Ce 
module de GTPase est impliqué dans l’orientation des composants des bourgeons vers le site 
de croissance sélectionné. (Chant J. et coll., 1991; Herskowitz I. et coll., 1995; Michelitch M. 
et Chant J., 1996). D’après des expériences récentes, il semble que ce module de GTPase se 
fixe sur le site de croissance grâce au tag cortical.(Michaud G. A. et Snyder M., 2002) (Figure 
6)  
 
 
 
 36
  Etude Bibliographique 
 
 
GTPGDP
Bud1Bud1
Bud5
Bud2
Cellules haploïdes
Schéma de bourgeonnement axial
Cellules diploïdes
Schéma de bourgeonnement bipolaireGroupe 
fonctionnel 
Complexe du polarisome
Figure 6 : Un schéma récaputilatif représentant la voie de la régulation du cytosquelette d’actine 
et la croissance de bourgeon aux repères corticaux. Les protéines qui appartiennent au même 
groupe sont encadrées ensemble. La ligne pointillée représente la régulation des gènes 
hypothétique (BUD1, BUD2 et BUD5) par des gènes spécifiques impliqués dans la sélection du 
site de bourgeonnement chez les cellules diploïdes. 
1.4.1.2 Le rôle du cytosquelette 
 Trois éléments du cytosquelette ont été caractérisés chez la levure : microtubules, 
septines et actine. Ces deux dernières sont importantes pour la morphogenèse cellulaire. 
1.4.1.3 Rôle des septines, 
Une particularité qui distingue la levure par rapport aux autres eucaryotes, c’est que chez la 
levure, la préparation de la cytokinèse se passe tôt dans le cycle cellulaire. En effet, le site de 
formation du bourgeon devient par la suite le site de cytokinèse (Madden K. et coll., 1992). 
Plusieurs composants importants pour la cytokinèse sont déposés au futur site de 
bourgeonnement avant même l’apparition du bourgeon. Il n’est donc pas étonnant, que 
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plusieurs composants essentiels pour la cytokinèse jouent un rôle important dans la formation 
des bourgeons et la croissance. Les protéines « septines » Cdc3, Cdc10, Cdc11 et Cdc12 
(Madden K. et coll., 1992; Sanders S. L. et Field C. M., 1994), trois autres gènes codant pour 
des septines ont été identifiés après le séquençage du génome de la levure, dont deux, SRP3 et 
SRP28, ne sont exprimés qu’au cours du processus de sporulation (De Virgilio C. et coll., 
1996; DeMarini D. J. et coll., 1997). Des septines ont été mises en évidence dans d’autres 
champignons mais aussi chez certains insectes et vertébrés, ou elles semblent à chaque fois 
essentielles à la cytokinèse (Longtine M. S. et coll., 1996). Toutes les septines connues 
présentent un site potentiel de fixation du GTP, ainsi, à l’exception de Cdc10, qu’un domaine 
d’interaction protéique (du type "coiled coil") près de leur extrémité C-terminale (Kartmann 
B. et Roth D., 2001). Ce domaine pourrait être impliqué dans leur association en structures 
d’ordre supérieur tel que les filaments du col de  bourgeonnement. Les septines Cdc3, Cdc10, 
Cdc11 et Cdc12 s ‘associent comme des filaments in vitro (Ford S. K. et Pringle J. R., 1991; 
Kim H. B. et coll., 1991) et forment in vivo un anneau, qui se localise à la périphérie cellulaire 
sur le site naissant du bourgeon et demeure  visible à la base du col entre les cellules mères et 
filles ("neck filaments") (Cid V. J. et coll., 2001). En plus de leur rôle dans la cytokinèse, elles 
semblent impliquées dans de nombreux autres aspects de la morphogenèse chez 
Saccharomyces cerevisiae ; sporulation, conjugaison (De Virgilio C. et coll., 1996; Fares H. 
et coll., 1996), localisation spécifique de la synthèse de chitine (Longtine M. S. et coll., 1996; 
Roberts R. L. et coll., 1983) (voir Emergence du bourgeon), choix du site de bourgeonnement 
(Flescher E. G. et coll., 1993). Enfin, une nouvelle fonction des septines a été décrite : Elles 
seraient impliquées dans la maintenance de la polarité cellulaire par la formation des limites 
cortical entre la cellule mère et le bourgeon durant la croissance isotropique du bourgeon 
(Barral Y. et coll., 2000). Les septines semblent également interagir avec Spa2 (Zahner J. E. 
et coll., 1996), Bni1 (Longtine M. S. et coll., 1996). En raison de leur localisation au futur site 
de bourgeonnement environ 10 minutes avant l’émergence du bourgeon, et de leur persistance 
à ce site après la cytokinèse, les septines ont été proposées comme éléments constitutifs du 
marquage cortical qui dirige le choix du site de bourgeonnement, notamment dans le schéma 
axial des cellules haploïdes ou le nouveau site est directement adjacent au précédent (Flescher 
E. G. et coll., 1993). 
1.4.1.4 Rôle de l’actine, 
Il a été démontré que l’actine est essentielle pour la morphogenèse chez la levure et qu’elle 
joue un rôle clé dans le bourgeonnement. L’actine se localise en deux formes différentes, 
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câble d’actine ou "patchs". Les câbles sont formés par des filaments d’actine qui s’alignent en 
parallèle à l’axe de croissance, alors que les "patchs" d’actine s’organisent en anneau au futur 
emplacement du bourgeon quelques minutes avant l’émergence de ce dernier. (Govindan B. et 
Novick P., 1995; Kilmartin J. V. et Adams A. E., 1984; Mulholland J. et coll., 1994). Le 
complexe du polarisome (Spa2, Bni1, Bud6 et Pea2) est requis pour la polarisation des câbles 
d’actine vers le bourgeon. Les câbles d’actine et les "patchs" interagissent très souvent entre 
eux sur les sites de croissance cellulaire. Les câbles d’actine sont nécessaires pour la 
polarisation cellulaire. ACT1 est le seul gène qui code pour l’actine chez la levure 
bourgeonnante (Novick P. et Botstein D., 1985). Deux gènes codant pour des protéines 
proches ACT3 « actine-related protein" et ACT5 « centractin  ont été aussi identifiés (Clark S. 
W. et Meyer D. I., 1994; Harata M. et coll., 1994; Muhua L. et coll., 1994; Schwob E. et 
Martin R. P., 1992). Mais, la protéine Act1 présente près de 90% d’identité de séquence avec 
l’actine de mammifère, alors que les autres actines sont plus divergentes. Deux classes de 
protéines se liant à l’actine ont une importance particulière : les myosines (Myo1 à Myo5) et 
les cofilines. 
Relations entre les protéines d’établissement de la polarité et le cytosquelette d’actine, 
Un grand nombre des composants sont impliqué dans l’établissement de la polarité et la 
formation du cytosquelette d’actine. Un nombre important d’interactions entre ces différentes 
protéines a été décrit et ce nombre ne cesse d’augmenter. Par exemple, il a été démontré que 
l’actine interagit avec les protéines Bni1, Bud6, Bem1, Sac6, la cofiline, la profiline Pfy1, 
Abp1 et beaucoup d’autres protéines (Adams A. E. et coll., 1989; Moon A. L. et coll., 1993). 
Les différentes classes de protéines impliquées dans la croissance polarisée chez la levure ont 
deux modes de localisation. Certaines de ces protéines se localisent  de façon diffuse tout au 
long de la pointe du bourgeon (Lillie S. H. et Brown S. S., 1994; Snyder M., 1989; Valtz N. et 
Herskowitz I., 1996), alors que d’autres forment des patchs bien définis. Parmi les protéines 
localisées de manière diffuse, on trouve des protéines interagissant avec les voies de 
signalisation cellulaire et avec les composants du cytosquelette : par exemple, Myo2 et Sec4, 
Spa2 et Sph1 qui interagissent avec MEK2 Ste7, Mkk1 Mkk2, Bud6 qui s’associe avec la 
MEK kinase Ste11p (Roemer T. et coll., 1998; Sheu Y. J. et coll., 1998), Cdc42 qui s’associe 
avec Ste20 (Simon M. N. et coll., 1995). Au contraire, l’actine et un certain nombre de ses 
partenaires protéiques se localisent dans des patchs.  
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1.4.2 Emergence du bourgeon 
1.4.2.1 Evènements moléculaire au départ du point START. 
 Les évènements de la croissance polarisée sont étroitement liés au cycle cellulaire de 
la levure. A la fin de la phase G1, lorsque la cellule atteint une taille critique et que les 
conditions nutritionnelles et environnementales sont propices à la division cellulaire, les 
cellules passent un point critique, appelé START (PRINGLE J. R. et Hartwell L. H., 1981), 
qui est le point contrôle de cycle cellulaire de Saccharomyces cerevisiae. La formation du 
bourgeon commence lorsque les cellules traversent START , et la croissance apicale se 
produit sur la pointe de bourgeon durant la phase S. 
 L’exécution de START nécessite l’activation de la cyclin-dependent kinase (CDKs)  
Cdc28 qui forme un complexe avec les cyclines de la phase G1 : Cln1, Cln2 et Cln3 (Cross F. 
et coll., 1988; Lowndes N. F. et coll., 1992; Nasmyth K., 1993; Richardson H. E. et coll., 
1989). Ces trois cyclines semblent avoir des fonctions partiellement redondantes puisque 
l’absence des trois est létale alors que la présence d’une seule d’entre elles, n’importe 
laquelle, est suffisante pour l’initiation du cycle cellulaire (Richardson H. E. et coll., 1989). 
Elles ont cependant des rôles un peu différents puisque c’est l’association de Cln3 (qui est 
présente dans la cellule tout au long du cycle cellulaire de façon constitutive) avec Cdc28 qui 
permet aux deux facteurs de transcription SBF (pour Swi4 et Swi6 Binding Factor) et MBF 
(MluI Binding Factor) d’activer la transcription de nombreux gènes en fin de phase G1 dont 
ceux codant pour Cln1 et Cln2 (Igual J. C. et coll., 1997). Ces deux dernières stimulant 
ensuite leur propre synthèse par une boucle de type rétrocontrôle positif. Cln1 et Cln2 
s’associent alors à leur tour à Cdc28, ce qui entraîne une accumulation brutale de l’activité 
kinase des complexes Cln1-Cdc28 et Cln2-Cdc28. De plus, ces complexes ont une activité 
protéine kinase beaucoup plus importante que celle associée au complexe Cln3-Cdc28 (Tyers 
M. et coll., 1993). Les complexes Cln1-Cdc28 et Cln2-Cdc28 gouvernent les trois événements 
majeurs de START : la réplication de l’ADN, la duplication du centre d’organisation des 
microtubules, et l’émergence du bourgeon. La majorité des gènes qui sont induits en START 
ont de multiples sites de fixation pour SBF et MBF sur leurs promoteurs (Spellman P. T. et 
coll., 1998). SBF et MBF se fixent sur ces gènes (Iyer V. R. et coll., 2001; Simon I. et coll., 
2001). La taille de la cellule est importante pour qu’elle traverse la phase START. Le niveaux 
de cAMP joue un rôle clé dans le contrôle de cette étape par l’intermédiaire de la PKA 
(cAMP-dependent protein kinase) qui inhibe simultanément la transcription de CLN1 et CLN2 
(Baroni M. D. et coll., 1994) et pourrait provoquer la croissance par une stimulation directe de 
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la synthèse de protéines (Ashe M. P. et coll., 2000). Le niveau de Cln3 étant régulé 
principalement par transcription, l’augmentation de la synthèse protéique conduit à une 
augmentation de la quantité de Cln3 dans la cellule ce qui provoque l’induction de CLN1 et 
CLN2 (Dickinson J. R. et Schweizer M., 2004). SBF et MBF sont des hétérodimères 
composés d’une sous-unité régulatrice commune, codée par le gène SWI6, et de sous-unités 
de liaison à l’ADN différente : Swi4 pour SBF (Andrews B. J. et Herskowitz I., 1989; 
Madden K. et coll., 1997) et Mbp1 pour MBF (Koch C. et coll., 1993). Ces deux sous-unités 
ont des sites de liaison à  l’ADN spécifique : les séquences SCB (pour Swi4/6 Cell Cycle 
Box) reconnues par Swi4, et MCB (pour MluI Cell Cycle Box) reconnues par Mbp1. En plus, 
il a été montré que les sites de fixation de MBF se trouvent en amont de plusieurs gènes 
nécessaires pour la croissance cellulaire polarisée (ex, SPA2, AXL2 et CHS3) (Roemer T. et 
coll., 1996; Santos B. et Snyder M., 1997). Il semble donc que l’activation de SBF et MBF 
provoque la synthèse de composants de la paroi et d’autres facteurs importants pour la 
polarisation cellulaire et la croissance chez la levure. 
 Les séquences de régulation de type SCB se retrouvent dans les régions promotrices 
de nombreux gènes impliqués dans la synthèse des constituants ou dans l’assemblage de la 
paroi. Pour six d’entre eux, il a été mis en évidence que leur expression est régulée et 
coordonnée, avec un maximum en fin de phase G1, et que cette régulation est dépendante de 
la présence de Swi4. Il s’agit de FKS1, sous-unité catalytique de la β(1,3)glucane synthase, 
GAS1/GPP1, qui code pour une transglycosidase responsable des liaisons entre les différents 
types de glucanes, MNN1 et VAN2, impliqués dans la mannosylation des protéines, et enfin 
CHS3 qui code pour la sous-unité catalytique de la chitine synthase 3 (Igual J. C. et coll., 
1996). Certains de ces gènes impliqués dans la synthèse de la paroi sont également activés par 
un mécanisme dépendant de Slt2/Mpk1, une MAP kinase qui fait partie de la cascade de 
phosphorylation reliée à l’intégrité cellulaire dépendante de la Pkc1 (voir paragraphe Intégrité 
cellulaire, section 1.6.2). De plus, des mutations dans les gènes PKC1 et SWI4 entraînent une 
létalité conditionnelle (Igual J. C. et coll., 1996). Il semblerait donc que les deux voies de 
régulation dépendantes de SBF/MBF et de Pkc1 agissent de concert pour activer les gènes de 
synthèse de paroi et permettre l’émergence du bourgeon. L’identification de la Pkc1 comme 
un des éléments cible de l’activité protéine kinase des complexes Cdc28/cyclines au moment 
de START est cohérente avec cette hypothèse (Marini N. J. et coll., 1996). De plus, des 
mutants du gène SWI4 présentent un défaut spécifique dans l’émergence du bourgeon qui peut 
être supprimé par surexpression du gène PKC1, de façon indépendante des cyclines Cln1 et 
Cln2 (Gray J. V. et coll., 1997)  
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1.4.2.2 Rôle de RHO, CDC42 et des autres gènes dans l’emergence du 
bourgeon 
Une fois qu’un site de bourgeonnement a été choisi, l’émergence du bourgeon est activée par 
une cascade de petites GTPases (RAS like factors Cdc42). Il existe cinq gènes codant pour 
des protéines « RAS-like » impliqués dans la morphogenèse chez la levure à bourgeon : 
CDC42, RHO1, RHO2, RHO3, RHO4 et RHO5 (Imaj J. et coll., 1996; Madden K. et Snyder 
M., 1998; Matsui Y. et Toh E., 1992). CDC42 est le mieux caractérisé parmi eux. Il semble 
que la structure et la fonction de CDC42 soient très conservées, puisque des gènes 
homologues chez le S.pombe et chez les mammifères ont été identifiés (Miller P. J. et Johnson 
D. I., 1994). Cdc42 est impliquée dans l’assemblage du cytosquelette. Il semble que la 
polarisation de l’actine vers le site de bourgeonnement soit gouvernée par Cdc42, l’absence 
de Cdc42 provoquant une désorganisation complète des patchs corticaux et des câbles 
d’actine (Adams A. E. et coll., 1990). Il a été démontré que des mutations dans certaines 
gènes impliqués dans l’émergence du bourgeon (CDC42, CDC24,, BEM1 et BEM2) (Bender 
A. et Pringle J. R., 1989; Chant J. et coll., 1991), rendent les cellules anormalement grandes, 
rondes et sans bourgeon mais avec plusieurs noyaux. La croissance cellulaire y est en effet 
délocalisée sur toute la surface, et les divisions nucléaires ne sont pas bloquées. Comme 
toutes les Rho GTPases, Cdc42 oscille entre l’état lié au GTP et lié au GDP. Elle envoie un 
signal vers ses effecteurs lorsqu’elle est en état actif  (lié au GTP)- (Etienne-Manneville S. et 
Hall A., 2002) Cdc42p est régulée positivement par une GEF (GDP/GTP Exchange Factor) 
spécifique codée par CDC24 (Zheng Y. et coll., 1994), et négativement par au moins deux 
GAPs (GTPase Activating Proteins) : chez la levure Saccharomyces cerevisiae, Cdc24 est la 
seul GEF qui contrôle l’activité de Cdc42p et la polarisation cellulaire (Chang F. et Peter M., 
2003).  
Une autre GTPase de type Rho, Rho1, prend la suite après l’émergence du bourgeon 
(Kohno H. et coll., 1996). RHO1, est un gène essentiel, les souches mutantes rho1 
température sensitive s’arrêtent à température restrictive avec des petits bourgeons. Ainsi, 
RHO1 est requis pour maintenir la croissance du bourgeon. Ce phénotype est similaire à celui 
des mutants pkc1 température sensitive. Rho1 fait partie des composants qui activent  la Pkc1 
(Kamada Y. et coll., 1996; Nonaka H. et coll., 1995). Rho1 est activé par l’action de deux 
GEF ROM1 et ROM2 (voir ci-dessous). Les souches délétés pour le gène qui code pour 
Bem2p (pour Bud Emergence), sont incapables de pousser à 37°C. Ce dernier sert comme de 
GAP in vitro  pour Rho1 (Bender A. et Pringle J. R., 1991; Kim Y. J. et coll., 1994; Peterson 
J. et coll., 1994). Il a été proposé que la forme active (liée au GTP) de Cdc42 pourrait activer 
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Bem2, entraînant ainsi une inhibition de Rho1 jusqu'à ce que sa fonction soit requise, plus 
tard dans le cycle cellulaire (Cid V. J. et coll., 1998). Par ailleurs, Bem2 semble avoir d’autres 
fonctions, notamment liées au cytosquelette. En effet, des mutations dans le gène BEM2 
présentent une létalité synthétique avec des mutations dans plusieurs gènes codant pour des 
composants structuraux du cytosquelette : ACT1, MYO2 et SAC6 (Wang T. et Bretscher A., 
1995). Rho1 se localise dans des patchs sur le site du bourgeon  et sur la pointe des petits 
bourgeons, ce qui est cohérent avec son rôle dans la formation des bourgeons et la croissance 
(Yamochi W. et coll., 1994). BEM1 est un autre gène important pour la polarité cellulaire, 
impliqué dans le développement du bourgeon, il contient sur sa séquence trois domaines SH3 
d’interaction protéiques (Chenevert J. et coll., 1992; Chenevert J. et coll., 1994). Il a été 
démontré que Bem1p interagit physiquement avec Bud5p qui est un des éléments requis pour 
la sélection du site de bourgeonnement (Chant J. et coll., 1991), ainsi qu’avec Cdc24 et Bem2 
(Peterson J. et coll., 1994). Il semble que Bem1 soit impliqué dans la polarisation du 
cytosquelette d’actine, peut-être grâce à ses trois domaines SH3 (Chenevert J. et coll., 1992). 
Un rôle a été proposé pour Bem1 dans l’émergence de bourgeon, il pourrait  constituer un 
support qui lie Cdc24 et Cdc42 (Pruyne D. et Bretscher A., 2000a) ; (Bose I. et coll., 2001). 
 La formation du bourgeon, la polarisation du cytosquelette d’actine et la synthèse de la 
paroi cellulaire commencent lorsque la cellule traverse la phase G1/S. Cependant, plusieurs 
faits (indices) montrent que la formation du bourgeon se produit en conjonction avec la 
sélection du site de bourgeonnement. Premièrement, des mutations dans certains composants 
requis pour la formation du bourgeon (Cdc42, Bem2) entraînent une déficience dans la 
sélection du site de bourgeonnement. Deuxièment, plusieurs protéines impliquées dans la 
formation du bourgeon interagissent physiquement avec des composants de sélection du site 
de bourgeonnement. Enfin, le gène de sélection du site de bourgeonnement BUD2, devient 
essentiel lorsque les cyclines Cln1 et Cln2 sont absentes (Benton B. K. et coll., 1993; 
Cvrckova F. et Nasmyth K., 1993). Chez la levure S. cerevisiae les repères cellulaires 
(landmarks) sont reconnus par la machinerie de sélection du site de bourgeonnement, 
comprenant une protéine Rsr1-Bud1. Bud1 est une GTPase de la famille Ras régulé par son 
« guanine nucleotide exchange factor » (GEF) Bud5 et la « GTPase-activating protein » 
(GAP) Bud2 (Park H. O. et coll., 1993; Park H. O. et coll., 1999)(Figure 6). Bud1 
fonctionnerait en aval des repères cellulaires (Bender A. et Pringle J. R., 1989; Chant J. et 
coll., 1991) Elle interagirait avec les composants d’établissement de la polarité (Garrington T. 
P. et Johnson G. L., 1999) comprenant Cdc42 (une GTPase de type Rho), sa GEF Cdc24 et 
ses GAPs (Bem2, Bem3, Rga1 et Rga2p) (Caviston J. P. et coll., 2003; Gladfelter A. S. et 
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coll., 2002). Bud1-GTP interagit directement avec Cdc24 (Zheng Y. et coll., 1995), et induit 
l’activité de GEF Cdc24 (Park H. O. et coll., 2002). Ainsi, l’activation locale de Bud1 
provoque directement une activation locale de Cdc42 au niveau des repères marquant le futur 
site de bourgeonnement (Chang F. et Peter M., 2003). Cependant, une délétion de l’un des 
gènes impliqués dans la sélection du site de bourgeonnement y compris Bud1, ne provoque 
pas une déficience importante dans la cytokinèse. Les éléments de sélection du site de 
bourgeonnement ne sont donc essentiels à la cytokinèse. En l’absence de machinerie de 
sélection du site de bourgeonnement, la protéine Cdc42 reste localisée sur un site unique 
aléatoire, par une boucle de rétro-contrôle positive impliquant la protéine Bem1 
(Balasubramanian M. K. et coll., 2004; Butty A. C. et coll., 2002; Irazoqui J. E. et coll., 
2003). 
 Durant l’émergence de bourgeon, il semble que la protéine Cdc42 fonctionne 
probablement à travers plusieurs effecteurs. Une famille de protéines « effecteurs de Cdc42» 
est constituée de p21-activated kinases ou PAKs, particulièrement impliquées dans la 
polarisation du cytosquelette d’actine. Deux protéines de la famille PAKs ont été identifiées, 
Ste20 et Cla4, toutes deux essentielles pour la signalisation de Cdc42 liée à l’actine pendant 
toutes les phases de croissances : une perte simultanée de Ste20 et Cla4 bloque l’émergence et 
la croissance du bourgeon et la cytokinèse (Cvrckova F. et coll., 1995; Eby J. J. et coll., 1998; 
Holly S. P. et Blumer K. J., 1999; Richman T. J. et coll., 1999). Il semble que Cla4 atteigne 
un niveau d’activité maximal après l’émergence du bourgeon, et qu’elle soit capable de 
bloquer cette émergence du bourgeon par une boucle de rétro-contrôle négative en 
phosphorylant Cdc24 (Bose I. et coll., 2001; Gulli M. P. et coll., 2000) (Figure 6). En plus, 
Ste20 et Cla4 régulent les myosines de classe I (Myo3 et Myo5) (Etienne-Manneville S., 
2004) qui sont les seuls substrats des PAKs identifiés chez la levure (Wu C., 1997). Enfin, 
Ste20 contrôle la phosphorylation de Bni1 et pourrait contribuer à son activation (Goehring A. 
S. et coll., 2003). Deux autres effecteurs interagissent et participent à la localisation de Cdc42 
sur la pointe du bourgeon, Gic1 et Gic2 (Brown J. L. et coll., 1997; Chen G. C. et coll., 1997). 
L’absence de Gic1 et Gic2 provoque une dépolarisation partielle du cytosquelette d’actine, ce 
qui suggère que ces dernières facilitent le rôle de Cdc42 pendant l’émergence de bourgeon 
(Pruyne D. et Bretscher A., 2000b) et fonctionnent comme des adaptateurs liant Cdc42 activé 
avec des composants impliqués dans l’organisation de l’actine et la croissance polarisée 
(Bni1, Spa2 et Bud6) (Jaquenoud M. et Peter M., 2000; Ozaki-Kuroda K. et coll., 2001) 
(Figure 6). 
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BEM4, un autre gène impliqué dans l’émergence du bourgeon, code pour une protéine qui 
interagit physiquement avec Cdc42, ainsi qu’avec trois autres GTPases de type Rho : Rho1, 
Rho2 et Rho4 (Mack D. et coll., 1996). Bem4 n’a pas d’activité GAP, GEF ou GDI pour 
Rho1 (Hirano H. et coll., 1996). La protéine Bem4 pourrait jouer un rôle de chaperonne vis à 
vis des GTPases de type Rho, ou encore moduler leurs interactions avec certaines de leurs 
cibles ou régulateurs. MSB1 et MSB2 (pour suppressors of budding defect) sont des 
suppresseurs multicopie de mutations dans CDC24 (Bender A. et Pringle J. R., 1989; Bender 
A. et Pringle J. R., 1992), leurs fonctions sont inconnues, bien qu’il ait été établi que MSB1 
présente des interactions génétiques avec BEM2. Il a été démontré que Msb2 interagit 
génétiquement avec Cla4 (un membre de la famille p21-activted kinase PAK), ce qui suggère 
que la protéine Msb2 fait partie de la cascade Cdc42 (Drees B. L. et coll., 2001). 
 Certaines protéines impliquées dans l’émergence du bourgeon se localisent au site de 
bourgeonnement sélectionné grâce à des interactions protéiques. Cette localisation a été mise 
en évidence pour plusieurs d’entre elles, telles que Cdc42 et Bem3,(Ziman M. et coll., 1993), 
Rho1 (Yamochi W. et coll., 1994), Spa2 (Snyder M., 1989), Bem1 (Peterson J. et coll., 1994) 
ainsi que pour la calmoduline, une petite protéine liant les ions Ca2+, très conservée parmi les 
cellules eucaryotes (Brockerhoff S. E. et Davis T. N., 1992). 
1.4.2.3 La synthèse de la paroi. 
Le premier composant de la paroi dont la synthèse est mise en place lors du 
bourgeonnement est la chitine, en accord avec son rôle majeur dans la morphogenèse et la 
division cellulaire. La déposition de chitine commence avant l’émergence du bourgeon sous 
forme d’un anneau. La déposition de chitine est produite par la chitine synthase III (Chs3), 
qui est dépendante de la présence des quatre septines Cdc3, Cdc10, Cdc11 et Cdc12. Chs3 se 
localise au niveau de l’anneau des septines grâce à son association avec la protéine Chs4, qui 
est un activateur de Chs3 (Madden K. et Snyder M., 1998). Chs4 interagit à la fois 
directement avec Chs3, et indirectement avec les septines par l’intermédiaire de la protéine 
Bni4 (DeMarini D. J. et coll., 1997). (Drees B. L. et coll., 2001), ont montré que Bni4 
interagit avec Msb2. Il semble que la protéine Msb coordonne la croissance de la paroi avec 
les autres processus impliqués dans la régulation de Cdc42. La présence simultanée au site de 
bourgeonnement de Rho1, sous unité régulatrice de la β(1,3)-glucane synthase (Drgonova J. 
et coll., 1996; Qadota H. et coll., 1996), des enzymes de synthèse de la chitine, et de vésicules 
de sécrétion susceptibles d’apporter des constituants tels que les mannoprotéines, permet à la 
 45
  Etude Bibliographique 
synthèse de la nouvelle paroi de la future cellule fille de commencer : c’est l’émergence du 
bourgeon. 
1.4.2.4 Croissance du bourgeon. 
Cette étape morphogénétique est marquée par le rôle majeur joué par la protéine Rho1. 
Elle est localisée dans des patchs sur le site de bourgeonnement et sur la pointe de bourgeon 
des petites cellules bourgeonnée. Rho1 semble impliquée dans le contrôle de la croissance 
polarisée par plusieurs mécanismes. D’une part, elle assure le maintien de l’intégrité cellulaire 
en activant la protéine kinase C Pkc1 (Kamada Y. et coll., 1996; Nonaka H. et coll., 1995) qui 
elle même active une cascade de signalisation cellulaire impliquée dans la biosynthèse de la 
paroi (Igual J. C. et coll., 1996). D’autre part, Rho1 est impliquée dans la régulation de la 
synthèse de la paroi car elle interagit physiquement et est requise pour activer la β(1-
3)glucane synthase (Drgonova J. et coll., 1996; Qadota H. et coll., 1996). Enfin, elle contrôle 
l’organisation du cytosquelette d’actine par l’intermédiaire de Bni1, qui interagit avec l’actine 
et la profiline. Le cycle GTP/GDP de Rho1 constitue le cœur d’un système global qui régule 
la synthèse de paroi et la polymérisation de l’actine. Rho1 est activé par l’action ce cycle qui 
fait intervenir des GEF (GDP/GTP exchange factor) Rom1 et Rom2 (pour Rho1 Multicopy 
suppressors) (Ozaki K. et coll., 1996). En parallèle, le cycle GTP/GDP de Rho1 fait intervenir 
des GAPs (GTPase-activating proteins) Bem2 et Sac7 (Peterson J. et coll., 1994; Schmidt A. 
et coll., 1997). Rdi (pour RHOGDP  dissociation inhibtor) a été décrit comme inhibiteur de 
l’activité de Rho1p (Masuda T. et coll., 1994). Il a été démontré qu’une activité plus 
importante de MPK1 à 30°C est produite, par la perte de SAC7 et BEM2, ce qui suggère que 
l’activité de la cascade RHO-PKC1-MPK1 soit diminuée par ces deux GAPs (Martin H. et 
coll., 2000). 
 Les quatre septines Cdc3, Cdc10, Cdc11, Cdc12 jouent un rôle majeur dans la 
séparation des cellules mère et filles. En effet, d’une part l’absence de fonction de n’importe 
laquelle d’entre elles empêche la septation et la cytokinése d’avoir lieu correctement, d’autre 
part leur localisation est cohérente avec cette fonction, et enfin des mutants dans les septines 
forment des septa anormaux (Slater M. L. et coll., 1985). Les septines semblent être 
impliquées notamment dans la réorganisation du cytosquelette d’actine au niveau du col entre 
les cellules mère et fille qui a lieu juste avant la cytokinèse et semble nécessaire a ce 
processus. En effet, cette réorganisation n’a pas lieu dans les mutants des septines (Adams A. 
E. et Pringle J. R., 1984). 
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Après la séparation des noyaux et la migration de l’un d’entre eux dans la cellule fille, un fin 
disque de chitine qui constitue le septum primaire est synthétisé par la chitine synthase II, à 
l’intérieur de l’anneau de chitine originel (Shaw J. A. et coll., 1991; Silverman S. J. et coll., 
1988). Puis les cellules sont séparées par l’action de la chitinase qui digère le septum 
primaire, la chitine synthase I exerçant alors une activité de réparation contre une hydrolyse 
excessive de la chitine (Cabib E. et coll., 1992). Ce processus aboutit à laisser la majeure 
partie de la chitine sur la cellule mère en une cicatrice de bourgeonnement. 
1.4.3 Mécanismes de contrôle du cycle cellulaire. 
1.4.3.1 La CDK Cdc28 est le cœur de la machinerie de la régulation du 
cycle cellulaire : 
 Cdc28 est une CDK (cyclin-dependent kinases) qui fonctionne en conjonction avec 
neuf cyclines indispensable pour son activité (Mendenhall M. D. et Hodge A. E., 1998). 
Cdc28 forme un complexe avec les cyclines de la phase G1 : Cln1, Cln2 et Cln3 (voire partie 
émergence de bourgeon). Ces complexes avec les cyclines G1 provoquent l’émergence du 
bourgeon et la croissance apicale. Par contre, l’entrée dans la phase isotropique de croissance 
du bourgeon est régulée par les complexes formés par l’association de Cdc28 avec des 
cyclines G2 : Clb1, Clb2, Clb3, Clb4 (Lew D. J. et Reed S. I., 1995a). Ces cyclines de type B 
sont impliquées dans une étape de contrôle morphogénétique capable de retarder la division 
nucléaire dans les cellules qui n’ont pas formé de bourgeon, permettant ainsi d’éviter la 
formation de cellules multinucléées et d’inhiber un éventuel re-bourgeonnement plus tard 
dans le cycle cellulaire (Amon A. et coll., 1994; Lew D. J. et Reed S. I., 1995b; Shimada Y. et 
coll., 2000) 
1.4.3.2 Point de contrôle du bourgeonnement : 
 Un point de contrôle clé du cycle cellulaire pendant le processus de bourgeonnement 
se produit au point START dans lequel le niveau des nutriments influence l’initiation de la 
formation du bourgeon. Par contre, un autre point de contrôle de cycle cellulaire appelé 
« checkpoint de bourgeonnement », coordonne la formation et la croissance du bourgeon avec 
les processus de division nucléaire (Lew D. J. et Reed S. I., 1995a). Ce point de contrôle 
régule le changement entre les complexes Cdc28/Cln et Cdc28/Clb, et il est dépendant de la 
présence de la protéine Swe1, qui active ou inactive les complexes Cdc28/cyclines B par le 
contrôle de la phosphorylation de la tyrosine 19 de Cdc28 (Sia R. A. et coll., 1996). La 
surproduction de la cycline G2 Clb2, permet de dépasser ce point de contrôle 
morphogénétique (Lew D. J. et Reed S. I., 1995a). Il semble que l’organisation des septines 
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durant la phase apicale de croissance G1 donne lieu à une activation des trois protéines 
kinases Gin4, Hsl1 et Kcc1. Ces dernières phosphorylent et inactivent Swe1, ce qui active les 
complexes Cdc28/Clb et induit la mitose et la croissance isotropique (Lew D. J., 2000; 
Longtine M. S. et coll., 2000; Madden K. et Snyder M., 1998; McMillan J. N. et coll., 1999) 
ont montré qu’en réponse à la formation du bourgeon, Swe1p est négativement régulé par 
Hsl1. Swe1 est dirigé vers le col du bourgeon après sa formation. L’interaction entre les deux 
protéine Hsl1 et Hsl7 est requise pour la localisation au col (Longtine M. S. et coll., 2000; 
Shulewitz M. J. et coll., 1999). La morphogenèse est ainsi couplée avec la prolifération.  
1.4.3.3 Point de contrôle de l’intégrité cellulaire chez la levure S.cerevisiae . 
Les points de contrôle (checkpoints) sont des mécanismes qui renforcent 
l’organisation des évènements du cycle cellulaire. Les points de contrôles les mieux connus, 
sont ceux qui sont impliqués dans l’organisation de la duplication du génome, tels que la 
synthèse de l’ADN et la formation des fuseaux mitotiques. Cependant, plusieurs processus 
morphologiques sont requis pour la duplication cellulaire, il est maintenant clair que des 
mécanismes distincts de checkpoint assurent une coordination spatio-temporelle entre ces 
processus et la division nucléaire. Récemment une étude de Suzuki et coll en 2004, décrit un 
nouveau checkpoint chez la levure S.cerevisiae capable de retarder la mitose lorsque la 
synthèse de la majorité des polysaccharides de la paroi cellulaire est bloquée. D’une façon 
intéressante, cette étude démontre que ce mécanisme est complètement distinct par rapport 
aux autres points de contrôle qui sont impliqués dans la morphogenèse cellulaire. Dans les 
conditions qui compromettent l’intégrité pariétale, ces auteurs ont démontré qu’une souche 
dans laquelle l’activité β(1,3) glucane synthase est sensible à la température (mutants fks1ts), 
est incapable de produire des bourgeons normaux. De plus, les cellules montrent des 
phénotypes liés à l’arrêt du cycle cellulaire dans la phase qui précède la fusion mitotique. Ces 
données ont suggéré l’existence d’un point de contrôle qui coordonne l’intégrité cellulaire 
avec la formation du fuseau. Lorsque l’entrée en phase de mitose est stimulée par les cyclines 
Clb1 et Clb2, l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 peut être induit soit par une diminution 
des cyclines (Clb1 et Clb2) soit par l’inactivation de Cdc28 (cycline kinase dépendante). Il a 
été observé que dans les cellules qui sont incapables de synthétiser les β(1,3) glucanes, la 
quantité de cycline Clb2 est réduite d’une façon remarquable. De plus il a été remarqué que 
l’activité du facteur de transcription Fkh2 (Forkhead 2) est nécessaire pour l’accumulation de 
Clb2. Le niveau élevé de Clb2 combiné à un niveau élevé de Fkh2 perturbe l’action du point 
de contrôle. Autrement dit, le produit final du point du contrôle de l’intégrité pariétale « cell 
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wall integrity checkpoint » régule d’une façon négative la phosphorylation de Fkh2, ce qui 
empêche la transcription de la cycline de type-B Clb2 nécessaire à la fusion mitotique. Un 
criblage a permis d’identifier ARP1 impliqué dans le fonctionnement du point de contrôle 
pariétale. La délétion Δarp1 provoque une déficience dans le fonctionnement du point de 
contrôle de l’intégrité pariétale et dans la migration nucléaire. ARP1 code pour une forme 
d’actine non conventionnelle, une sous-unité essentielle du complexe de dynactine. Deux 
autres protéines, Nip100 et Jnm1, font également partie du complexe dynactine impliqué dans 
la division nucléaire et la migration. Une délétion indépendante de chacun des gènes codant 
Nip100 ou Jnm1 a montré que ces protéines sont nécessaires pour le point de contrôle de 
l’intégrité pariétale ainsi que pour la migration nucléaire. Il a été également montré (Suzuki 
M. et coll., 2004), que le point de contrôle de l’intégrité pariétale est distinct des autres points 
de contrôles déjà connus (morphogenèse et taille de la cellule), et que ce point de contrôle 
possède sa propre voie de signalisation, distincte de la voie Pkc1-Slt2 (cfr plus loin). 
1.4.4 Méiose et sporulation. 
 Dans des conditions de carences nutritionnelles, les cellules diploïdes hétérozygotes 
(MATa/MATα) de Saccharomyces cerevisiae effectuent un programme génétique et 
morphologique particulier, appelé sporulation, qui conduit après une division méiotique à la 
formation de quatre spores haploïdes. Ces quatre spores formées se trouvent dans un asque. 
Les spores sont plus résistantes aux conditions environmentales extrême que les cellules en 
phase de croissance. Lorsque les spores se trouvent dans un milieu nutritionnel riche, elles 
commencent à germer et à croître comme des haploïdes. Expérimentalement, la sporulation 
est induite en transférant les cellules sur un milieu très pauvre, contenant uniquement de 
l’acétate de potassium. Deux conditions nutritionnelles sont requises pour l’induction de la 
sporulation. La première est la limitation en un élément essentiel, et en particulier l’azote, 
mais cela peut être le phosphate, le sulfate. La seconde condition est l’absence d’une source 
de carbone. La première étape du processus de sporulation est la réplication de l’ADN. Elle 
est suivie par une prophase prolongée, au cours de laquelle la recombinaison génétique entre 
les chromosomes homologues est particulièrement élevée. Le noyau reste intact durant les 
divisions méiotiques I (réductionnelle) et II (équationnelle), puis forme quatre lobes autour 
des quatre lots de chromosomes haploïdes ainsi séparés. Ils sont alors enveloppés par une 
double couche membranaire, la paroi des préspores. Les parois très spécifiques des spores ( 
voir partie 4.2, section 4.2.25) se forment ensuite progressivement autour des noyaux 
haploïdes, par dépôt des différents constituants entre les épaisseurs de membranes.  
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Le résultat final de la sporulation est un sac ou asque, contenant une tétrade de spores très 
résistantes aux stress, aux digestions enzymatiques et aux attaques par des solvants 
organiques (Byers B., 1981). 
De manière très intéressante, la microscopie électronique à balayage (SEM) a montré 
que les spores isolées de l’asque sont liées entre elles par des structures appelées les ponts 
inter-spores (Coluccio A. et coll., 2004). L’analyse des spores en utilisant la microscopie 
éléctronique par transmission (TEM), a permis d’étudier la nature de ces ponts inter-spores 
qui a montré que ces ponts sont formés par un branchement des couches externes de la paroi 
des spores. Ainsi, l’ensemble de ces couches pariétales entoure les spores individuelles et lie 
les spores adjacentes. Ceci a été confirmé en utilisant des mutants chs3 le gène CHS3 est 
réquis pour la synthèse du chitosane de la paroi de spore. Les couches du chitosane et la 
dityrosine sont absents chez les mutants chs3 (Pammer M. et coll., 1992), et l’analyse par 
TEM en utilisant des mutants chs3 a montré que les ponts inter-spores ne sont visibles, ce qui 
indique que le gène CHS3 est nécessaire pour la construction des ponts inter-spores. La 
fonction exacte de ces ponts n’est pas encore connue, mais, il a été proposé que les ponts 
inter-spores favorisent le croisement entre les spores sœurs qui sont liées entre elles ce qui 
permet la production des cellules diploïdes et de restaurer le taux d‘hétérozygotie présent chez 
les cellules parentales (Coluccio A. et coll., 2004).  
1.5 Voie de signalisation de l’intégrité cellulaire. 
 La phosphorylation protéique joue un rôle crucial dans la régulation de nombreux 
processus cellulaires chez tous les organismes eucaryotes. Une protéine kinase peut modifier 
la fonction biologique de ses cibles par l’ajout d’un groupement phosphate. Cette 
phosphorylation est réversible par l’action d’une protéine phosphatase qui enlève le 
groupement phosphate. La levure Saccharomyces cerevisiae représente un excellent modèle 
pour explorer le rôle de la phosphorylation dans la régulation cellulaire. Bien que la fonction 
de certaines protéines kinases et phosphatases ait été démontrée, le rôle physiologique de 
plusieurs d’entre elles n’est pas encore bien élucidé. La majorité des protéines kinases 
phosphoryle les protéines sur des résidus sérine et thréonine, sur la tyrosine ou sur les deux 
types de résidus à la fois. 
1.5.1 Les cascades de signalisation MAP kinase chez S. cerevisiae. 
Les cellules perçoivent et répondent aux stress environnementaux via des voies de 
signalisation cellulaire très complexes. Ces voies de signalisation font l’objet d’un domaine 
d’étude très important, car la dérégulation de ces voies conduit à des aberrations de type 
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cancer. Les voies MAP kinases (pour Mitogen Activated Protein Kinase) font partie des 
systèmes de signalisation des cellules eucaryotes les plus répandus. Il existe trois MAP 
kinases successives principales, ces kinases MAPKKK-MAPKK-MAPK constituent un 
module de signalisation conservé chez tous les eucaryotes et ont été caractérisées chez la 
levure S. cerevisiae (Banuett F., 1998; Gustin M. C. et coll., 1998; Popolo L. et coll., 2001). 
Les MAPKs sont des sérines/thréonines kinases qui possèdent un motif Thr-X-Tyr conservé 
dans la boucle d’activation du sous-domaine kinase. 
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Figure 7 : Schéma récapitulatif des cascades MAPK qui régulent la croissance et la 
différenciation chez la levure S. cerevisiae. Les deux voies de signalisation encadrées sont 
connues comme étant impliquées dans la régulation de la paroi. 
La MAPK est activée par une MAPKK, elle-même activée par une MAPKKK (Figure 
7). (Gustin M. C. et coll., 1998; Popolo L. et coll., 2001). Les MAPK peuvent activer par 
phosphorylation de nombreuses protéines, en particulier des facteurs de transcription.  
L’activation de ce type de voies de signalisation est en général transitoire et régulée par des 
protéines phosphatases qui reconnaissent la forme phosphorylée des MAPK et désactivent la 
voie de signalisation quand la cellule a répondu au stimulus extracellulaire ou s’est adaptée à 
la nouvelle condition. 
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A l’heure actuelle, cinq voies de signalisation basée sur l’activation de cascades de 
MAPK ont été identifiées chez la levure S.cerevisiae (Figure 7). Parmi les cinq voies de 
signalisation MAPK connues chez la levure S. cerevisiae, deux sont particulièrement 
impliquées directement dans la régulation de la structure pariétale : la voie dépendante de la 
kinase Pkc1 (appelée aussi voie de la Pkc1 ou voie de maintien de l'intégrité cellulaire) qui est 
relié à la sensibilité à l’hypo-osmolarité du milieu (et la voie HOG (pour High Osmolarity 
Glycérol response), impliquée dans la réponse à l’hyperosmolarité (Figure 9). 
1.5.2 Voie de signalisation MAPK dépendante de la protéine kinase (Pkc1) 
et Mpk1/Slt2. 
1.5.2.1 L’intégrité de la paroi cellulaire est majoritairement sous le contrôle 
de la voie Pkc1. 
La voie dépendante de la kinase Pkc1 est considérée comme la voie majeure impliquée 
dans le contrôle de l’intégrité de la paroi cellulaire. La voie Pkc1 est appelée souvent la voie 
de maintien de l'intégrité cellulaire, due aux phénotypes particuliers de cellules déficientes 
dans cette voie (Levin D. E., 2005). 
La MAP kinase de cette cascade est le produit du gène MPK1, cloné par suppression 
dosage-dépendante du phénotype de lyse des mutants bck1 (pour bypass c kinase 1) (Lee K. 
S. et coll., 1993), et également cloné sous le nom de SLT2 par complémentation d’un 
phénotype lytique (Torres L. et coll., 1991). Slt2/Mpk1 est requise pour la croissance à 37°C 
(Martin H. et coll., 1993). La cascade Slt2 est requise pour maintenir l’intégrité cellulaire 
durant les périodes de croissance polarisé, telles que l’émergence du bourgeon et la formation 
de la projection de conjugaison, pendant lesquelles elle pourrait agir sur la polarisation de 
l’actine (Zarzov P. et coll., 1996) (Figure 8). Des conditions telles que le choc thermique ou 
une hypo-osmolarité provoquent la phosphorylation et l’activation de Slt2 (Kamada Y. et 
coll., 1995). Le fait que le phénotype du mutant pkc1 soit plus marqué que ceux des mutants 
plus bas dans la cascade MAPK suggère l’existence d’au moins une autre branche (Banuett 
F., 1998; Gustin M. C. et coll., 1998; Popolo L. et coll., 2001). Néanmoins les composants de 
cette seconde branche n’ont pas encore été mis complètement élucidés. L'activation de la 
Pkc1 en réponse à diverses excitations conduit à l’activation séquentielle des protéines 
kinases Bck1, Mkk1 et Mkk2, puis Slt2/Mpk1.  
Cette dernière permet ensuite l’activation par phosphorylation de facteurs de 
transcription tels que Rlm1 et le complexe SBF (Dodou E. et Treisman R., 1997; Madden K. 
et coll., 1997) 
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Figure 8 : Voie de la Pkc1-Mapk1/Slt2. 
1.5.2.2 Régulation de l’activité de la voie de signalisation MAPK 
dépendante de Pkc1               . 
Au niveau moléculaire, la GTPase Rho1p joue un rôle important dans l’activation de 
la protéine Pkc1. Rho1 est aussi la sous-unité régulatrice de la β(1,3) glucane synthase (Mazur 
P. et Baginsky W., 1996; Qadota H. et coll., 1996), impliquée dans la formation du bourgeon 
et l’organisation du cytosquelette d’actine (Yamochi W. et coll., 1994). De plus, l’activité de 
Pkc1 est régulée par une interaction directe avec Rho1 (Drgonova J. et coll., 1996; Kamada 
Y. et coll., 1996; Nonaka H. et coll., 1995). Il semble donc que Rho1 stimule le métabolisme 
de la paroi cellulaire de deux manières indépendantes, directement en activant les β(1,3) 
glucane synthases et indirectement au travers d’une transmission du signal vers Pkc1 (Delley 
P. A. et Hall M. N., 1999). En plus, la localisation de Pkc1 sur les sites de polarisation est 
dépendant sur Rho1. (Andrews P. D. et Stark M. J., 2000; van Drogen F. et Peter M., 2002) 
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ont proposé que Spa2 joue un rôle de "Scaffold", en ramenant Mkk1 et Mkk2 aux sites où 
Rho1 et Pkc1 sont localisés. En réponse à un stress acide, l’expression du gène RGD1 est 
activée via la voie HOG et les facteurs de transcription Msn2/Msn4. La protéine Rgd1 est une 
GAP (Rho GTPase-activating protéine) à son tour, va activer la voie Slt2-MAP kinase par une 
interaction indirecte avec la Pkc1 (Claret S. et coll., 2005). 
 Plusieurs stimuli sont impliqués dans l’activation de la voie Pkc1, telles que des 
conditions de stress pariétaux, de stress thermiques, de mutations de gènes 
structuraux/régulateurs de la paroi et par des agents perturbant l’assemblage de la paroi 
comme le blanc de Calcofluor, le rouge de Congo , la caféine et la zymolyase (de Nobel H. et 
coll., 2000; Martin H. et coll., 2000). Il semble qu’il existe un élément commun qui permet 
aux cellules de répondre aux traitements qui provoquent l’activation de la voie Pkc1-
Mpk1/Slt2 (Kamada Y. et coll., 1995). La voie Pkc1 est activée via une famille de senseurs de 
la membrane plasmique, les protéines WSC (Wsc1/Hsc77-Wsc2-Wsc3-Wsc4) et Mid2 (Gray 
J. V. et coll., 1997; Martin-Yken H. et coll., 2001; Rajavel M. et coll., 1999; Verna J. et coll., 
1997; Zu T. et coll., 2001). Les gènes MID2 et HCS77 semblent avoir un rôle prédominant in 
vivo puisque la mutation de ces deux gènes est synthétique létale et que les simples mutants 
ont des phénotypes comparables au mutant pkc1 (Ketela T. et coll., 1999). Mid2 serait 
impliquée dans la transmission du signal calcium en réponse aux phéromones (Fujita A. et 
coll., 1994) et du signal de perturbation de la paroi au cours de la morphogenèse (Ketela T. et 
coll., 1999; Rajavel M. et coll., 1999), ainsi que dans la perception des drogues blanc de 
calcofluor et rouge congo. Une étude récente a montré aussi que ce dernier intervenait dans la 
perception de l’acidification du milieu et que Mlt1, l’homologue de Mid2 est le senseur du 
stress oxidant (Vilella F. et coll., 2005). En revanche, Hcs77 envoie probablement des signaux 
à la Pkc1 sur les défauts perçus au niveau de la membrane plasmique causés par des stress 
hypo-osmotiques ou thermiques (Verna J. et coll., 1997). Ces senseurs interagissent avec 
Rom2 pour transmettre le signal à Rho1 (Philip B. et Levin D. E., 2001) (Figure 9). Une étude 
récente a montré que différents stress peuvent activer la voie de l’intégrité cellulaire Pkc1-Slt2 
à différents niveaux sans nécessairement suivre une voie strictement linéaire depuis le senseur 
ou la protéine Rho1. En effet, Mpk1/Slt2 est encore activée en réponse à un choc thermique 
dans des souches délétées pour PKC1 et BCK1. Il semble donc que les conditions de choc 
thermique activent une voie de signalisation régulant directement Mkk1/2 ou Mpk1. De plus, 
ils ont proposé que les conditions du choc hypo-osmotique activent la voie Mpk1 au niveau 
de Bck1 (Harrison J. C. et coll., 2004). 
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1.5.2.3 La MAP kinase de l’intégrité cellulaire, Slt2 et ses cibles finales. 
En réponse aux différents stress, la voie de la protéine kinase C est activée, ce qui 
provoque l’activation séquentielle par phosphorylation des protéines kinases MAPKKK Bck1, 
des MAPKK redondantes Mkk1 et Mkk2, et enfin de la MAPK Slt2 (Irie K. et coll., 1993; 
Lee K. S. et Levin D. E., 1992; Torres L. et coll., 1991). Slt2 est une MAP kinase Ser-Thr, de 
masse moléculaire de 56 kDa (484 aa). En réponse à différents stress, elle est phosphorylée 
sur deux résidus conservés Thr190 et Tyr192. et peut sous cette forme entrer dans le noyau pour 
activer par phosphorylation ses cibles principales qui sont des facteurs de transcription, Rlm1, 
SBF et MBF (Huang K. N. et Symington L. S., 1995; Martin H. et coll., 2000). Une des cibles 
directes et les mieux connues de la MAP kinase Slt2 est le facteur de transcription Rlm1, qui 
jouerait un rôle essentiel dans l’activation de nombreux gènes pariétaux tels que FKS1, FKS2, 
MNN1, KTR2, CHS3 (Jung U. S. et Levin D. E., 1999; Watanabe Y. et coll., 1995). Rlm1 est 
membre d’une famille de facteurs de transcription à boîte MADS (MCM1, Agamous, 
Deficiens et Serum response factor) agissant sous forme de dimères et contrôlée par des MAP 
kinases (Dodou E. et Treisman R., 1997). Une autre cible de la kinase Slt2 sont les facteurs de 
transcription SBF (pour Swi4/6 Binding Factor) et MBF (MluI Binding Factor), ce sont des 
hétérodimères composés d’une sous unité régulatrice commune codé par le gène SWI6 
(Andrews B. J. et Herskowitz I., 1989). Ils sont impliqués dans la régulation du cycle 
cellulaire et la croissance polarisée (Andrews B. J. et Herskowitz I., 1989; Dirick L. et coll., 
1992; Lowndes N. F. et coll., 1992; Madden K. et coll., 1997; Primig M. et coll., 1992). Swi4, 
activée par phosphorylation par Slt2 (Madden K. et coll., 1997), peut également activer un 
sous-groupe de gènes indépendamment de Swi6 (Baetz K. et coll., 2001). Les deux protéines 
Swi4 et Swi6 sont des substrats in vitro de Mpk1/Slt2. La protéine Slt2 transite entre le 
cytoplasme et le noyau, elle se localise aux sites de la croissance polarisée de manière 
dépendante de Spa2. L’utilisation d’une construction GFP et d’essais "FRAP" ont permis de 
montrer que Slt2-GFP est principalement localisé dans le noyau durant toutes les phases du 
cycle cellulaire, puis se localise sur la pointe des petits bourgeons et s’accumule sur le col du 
bourgeon de la cellule mère plus tard pendant la phase de mitose (van Drogen F. et Peter M., 
2002). Des études récentes suggérent que Slt2 a également des cibles hors du noyau. Ainsi, il 
a été montré que sous sa forme cytoplasmique, elle interagit avec un canal aux ions Ca2+ 
formé par les protéines membranaires Cch1 et Mid1. (Bonilla M. et Cunningham K. W., 
2003). 
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1.5.2.4 La coordination entre la voie de l’intégrité cellulaire et la 
prolifération cellulaire.              . 
Afin que le processus de bourgeonnement se produise, une coordination entre la voie 
de l’intégrité cellulaire et la prolifération cellulaire est indispensable. Cette coordination est 
assurée par la cycline Cdc28. Il a été montré que la kinase cycline dépendente Cdc28 régule la 
cascade de l’intégrité cellulaire, qui à son tour induit l’expression des gènes de synthèse de la 
paroi cellulaire (voir partie Morphogenèse). Cependant, une variation dans l’activité de Cdc28 
dans la cellule affecte l’activité de la MAP kinase Slt2/Mpk1 (Marini N. J. et coll., 1996; 
Zarzov P. et coll., 1996). Des conditions telles que le choc thermique ou l’hypo-osmolarité 
provoquent la phosphorylation et l’activation de Slt2 (Kamada Y. et coll., 1995). Un autre 
aspect concernant la connection entre la voie Pkc1 et la voie Cln-Cdc28 est le contrôle du 
facteur de transcription SBF (le complexe Swi4 et Swi6) par ces deux kinases. Les deux 
facteurs de transcription Swi4 et Swi6 activent l’expression des gènes de la phase G1/S du 
cycle cellulaire et en particulier les gènes CLN1 et CLN2 (Igual J. C. et coll., 1996; Iyer V. R. 
et coll., 2001). 
1.5.2.5 Autres voies connectées à la protéine kinase Pkc1 mais 
indépendantes de la cascade MAPK. 
Une voie agissant en parallèle de la voie de la Pkc1 a été identifiée par un criblage 
visant à isoler des suppresseurs de la lyse cellulaire chez les mutants pkc1 et mpk1. Ce 
criblage a permis le clonage du gène BCK2 (pour Bypass of C Kinase 2) qui code pour une 
protéine riche en sérine et thréonine, ainsi que les gènes PPZ1 et PPZ2 codant pour des 
protéines phosphatases redondantes BCK2, PPZ1 et PPZ2 sont vraisemblablement des 
membres d’une voie dépendante de SIT4, un gène codant pour une protéine phosphatase qui 
intervient dans le cycle cellulaire (Clotet J. et coll., 1999). De plus, Bck2 induit la 
transcription des gènes CLN1 et CLN2 en fin de phase G1, de façon indépendante de SWI4 et 
SWI6. Bck2 semble agir dans une voie de régulation commune avec la phosphatase Sit4p, et 
parallèle à celle de Cln3 (Di Como C. J. et coll., 1995). Par ailleurs, le gène KNR4 (pour 
Killer Nine Resistant 4) cloné par complémentation d’un mutant résistant à la toxine killer K9 
(Hong Z. et coll., 1994a; Martin H. et coll., 1999), interagit à la fois avec la voie de la Pkc1 et 
la voie dépendante de Bck2p (Martin-Yken H. et coll., 2002a). 
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1.5.3 Voie de signalisation MAPK dépendante de la kinase Hog1 (High 
Osmolarity Glycerol response). 
La deuxième voie de MAP kinases impliquée dans le maintien de l’intégrité pariétale 
et cellulaire est la voie HOG. Cette voie est impliquée dans l’adaptation cellulaire à un 
environnement hyperosmotique. Les cellules eucaryotes s’adaptent aux conditions de pression 
osmotique en augmentant leur osmolarité interne. La levure S. cerevisiae répond à ces 
conditions de stress en activant la synthèse de glycérol et par une diminution de sa 
perméabilité, qui provoque une accumulation importante de cette molécule dans le 
cytoplasme (Blomberg A. et Adler L., 1989). La voie HOG est composée essentiellement de 
trois kinases MAPKKK codé par les gènes SSK2/22 ou STE11, MAPKK, MAPK codées 
respectivement par les gènes PBS2 et HOG1 figure 15; (Gustin M. C. et coll., 1998; Hohmann 
S., 2002).  
1.5.3.1 Activation de la voie HOG. 
 Deux éléments cruciaux sont impliqués dans l’activation rapide et transitoire de la voie 
HOG en réponse à l’hyperosmolarité, ces éléments sont spécifiques pour répondre aux 
différentes conditions de stress. (O'Rourke S. M. et coll., 2002). Le premier est un système 
comparable aux systèmes bactériens "à deux composants", constitués d’un senseur 
membranaire et d’un régulateur cytosolique. Dans ce système, l’osmosenseur 
transmembranaire est le protéine Sln1 (Maeda T. et coll., 1994). La protéine Ypd1 complète 
le rôle de Sln1. Sln1-Ypd1, fonctionnent par un mécanisme de phospho-relais en plusieurs 
étapes, qui aboutit à l’inactivation par phosphorylation de Ssk1. Sous sa forme active 
(déphosphorylée), Ssk1 permet l’activation de la cascade MAP kinase en transmettant un 
signal aux MAPKKK Ssk2/22 puis à la MAPKK Pbs2 (Li S. et coll., 1998; Maeda T. et coll., 
1995; Masuda T. et coll., 1994; Posas F. et coll., 1996; Posas F. et coll., 1998; Posas F. et 
Saito H., 1997; Singh K. K., 2000) (Figure 9). Un autre senseur impliqué dans l’activation de 
la voie HOG en réponse à l’hyperosmolarité, est la protéine Sho1 qui présente un domaine 
SH3 d’interaction protéique (Maeda T. et coll., 1995). Ce domaine permet une interaction 
directe de Sho1p avec la protéine Pbs2 qui active Hog1 par une phosphorylation. Il semble 
que l’interaction de Pbs2 avec Sho1p est requise pour activer Ste11 (la MAP kinase kinase 
des voies de réponse à la phéromone et de la croissance filamenteuse) et que Ste11 et Pbs2 
interagissent (Posas F. et coll., 1998; Posas F. et Saito H., 1997).  
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Un rôle de support "scaffold" a été proposé pour Pbs2, qui pourrait maintenir assemblées les 
protéines Sho1, Ste11 et Hog1. 
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Figure 9 : Voie de signalisation MAP kinase dépendante de Hog1, deux senseurs sont impliqués 
dans l’activation de la voie HOG. 
Une telle association permet aux cellules d’éviter une activation croisée entre des composants 
communs entre les voies (Lee B. N. et Elion E. A., 1999; O'Rourke S. M. et coll., 2002). En 
plus de son activation en réponse à l’hyperosmolarité, la branche Sho1 de la voie HOG est 
activée en réponse au choc thermique (Winkler A. et coll., 2002). La MAPKK Pbs2 
phosphoryle alors la MAPK Hog1, qui est transférée dans le noyau entre autre grâce à Gsp1, 
une protéine impliquée dans l'importation dans le noyau de protéines possédant un signal de 
localisation nucléaire (Ferrigno P. et coll., 1998; Oki M. et coll., 1998). Du noyau, Hog1 sous 
sa forme phosphorylée induit différentes réponses (Gustin M. C. et coll., 1998; Posas F. et 
coll., 1998; Rep M. et coll., 1999). Trois phosphatases sont impliquées dans la régulation 
négative de la voie HOG, il s’agit de Ptc1, Ptp2 et Ptp3 (Hohmann S., 2002). Les substrats de 
la kinase Hog1 n’ont toujours pas été clairement caractérisés, bien que les facteurs de 
transcription Msn2/Msn4, Hot1, Sko1, Mcm1 et Smp1 semblent en faire partie (Dodou E. et 
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Treisman R., 1997; Gustin M. C. et coll., 1998; Proft M. et coll., 2001; Rep M. et coll., 1999; 
Rep M. et coll., 2000). 
1.5.4 La voie de signalisation TOR 
La voie de signalisation TOR a été identifiée pour la première fois chez la levure 
S.cerevisiae, puis chez des eucaryotes supérieurs. Chez la levure S.cerevisiae  il existe deux 
gènes homologues, TOR1 et TOR2 (Target Of Rapamycin)(Heitman J. et coll., 1991; Martin 
D. E. et Hall M. N., 2005).  
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Figure 10 : La voie de signalisation TOR. Tor2 partage une fonction commune avec Tor1p et 
posséde une autre fonction unique. 
Les protéines Tor sont des grandes protéines (280 kDa) qui possèdent toutes un 
domaine C-terminal catalytique phosphatidylinositol kinases (PIK-related proteins), et 
présentent une activité d’autophosphorylation sur résidus sérine. Deux complexes TOR ont 
été identifiés chez la levure (Inoki K. et coll., 2005; Loewith R. et coll., 2002). Le TOR 
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complexe 1 (TORC1), contient Tor1 ou Tor2, associé à un contrôleur de croissance Kog1 et 
une protéine Lst8. TORC1 est impliqué dans l’initiation de la traduction et la répression de la 
transcription de gènes spécifiques qui sont impliqués dans la réponse à la carence en 
nutriments. Le complexe TOR 2 est composé de Tor2, Avo1, Avo2 (Adheres Voraciously to 
Tor2), Avo3 et Lst8 (Figure 10). Tor2 est une protéine qui fonctionne simultanément dans 
deux voies de signalisation régulant la croissance cellulaire. En effet, ces deux kinases (Tor1 
et Tor2) partagent une même fonction : elles sont impliquées dans le contrôle temporel de la 
croissance cellulaire et la progression pendant la phase G1 du cycle cellulaire en réponse à la 
disponibilité nutritionnelle. Ces fonctions partagées de Tor1 et Tor2 sont inhibées par l’action 
de rapamycine, un immunosuppresseur qui se fixe sur la sous-unité FKBP12 qui est une petite 
protéine de 12 kDa associée à Tor1/2 (Gingras A. C. et coll., 2001; Schmelzle T. et Hall M. 
N., 2000). Par contre, Tor2 a une autre fonction essentielle qui lui est propre qu’elle ne 
partage pas avec Tor1. En effet, Tor2 est impliqué dans le contrôle spatial de la croissance 
cellulaire en contrôlant l’organisation du cytosquelette d’actine (Jacinto E. et Hall M. N., 
2003; Loewith R. et Hall M. N., 2004; Martin D. E. et Hall M. N., 2005). D’une façon 
intéressante, cette fonction de Tor2 n’est pas sensible à la rapamycine, car le complexe 
rapamycine-FKBP12 n’est pas capable de se lier avec TOR complexe 2 (Schmidt A. et coll., 
1996; Zheng X. F. et coll., 1995). La signalisation de Tor2 active Rho1 et Rho2 par 
l’intermédiaire de Rom2, ce qui déclenche la mise en place du cytosquelette d’actine 
(Helliwell S. B. et coll., 1998; Schmidt A. et coll., 1997). En activant la MAP kinase Pkc1, 
Rho1 transmet son signal vers le cytosquelette d’actine (Figure 10). La perte de cette fonction 
essentielle de Tor2 peut être supprimée par Rom2 et Rho1, mais aussi par la Pkc1. Cette 
seconde voie de signalisation dépendante de Tor2 semble donc contrôler la Pkc1, ce qui place 
Tor2 en position de régulateur global de la synthèse de la paroi et de l’organisation de 
l’actine. Le fait que Tor2, et éventuellement d’autres composants, interviennent à la fois dans 
ces deux voies de signalisation permet d’envisager une coordination entre le contrôle 
temporel (synthèse des protéines) et spatial (organisation de l’actine) de la croissance par le 
partage des composants communs à ces deux voies. 
1.6 Knr4, une protéine de levure impliquée dans la régulation de la 
synthèse de la paroi cellulaire. 
Le gène KNR4 (Killer Nine Resistant 4) a été cloné par complementation d’un mutant 
résistant à la toxine killer K9. La toxine killer K9 (ou HM1) produite par la souche de levure 
Hansenula mrakii est létale pour les cellules de Saccharomyces cerevisiae, provoquant leur 
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lyse spécifiquement au niveau des bourgeons et des tubes de conjugaison. Cette toxine a été 
décrite comme un  inhibiteur de l’activité β(1-3) glucane synthase (Takasuka T. et coll., 
1995). La délétion du gène KNR4 entraîne une diminution de trois fois de l’activité β(1-3) 
glucane synthase et une modification de la composition de la paroi (Hong Z. et coll., 1994b; 
Hong Z. et coll., 1994a). KNR4 code pour une protéine de poids moléculaire de 57,044 kDa 
(Hong Z. et coll., 1994a) qui présente un profil hydrophile, 5 motifs PEST caractéristiques des 
protéines rapidement dégradées et plusieurs sites de phosphorylation par différentes kinases 
dont la protéine kinase C (PKC) et la kinase dépendante de la calmoduline (CaM-K). Une 
analyse du phosphoprotéome par spectrométrie de masse a permis d’identifier deux résidus 
sérines comme phosphorylés "in vivo" (Ficarro S. B. et coll., 2002). Bien que la séquence de 
KNR4 ne présente aucun domaine de liaison à l’ADN, ce gène a également été cloné sous le 
nom de SMI1 par un crible recherchant les protéines se liant aux séquences MAR (Matrix 
Associated Regions) de l’ADN (Fishel B. R. et coll., 1993). La protéine Knr4 est localisée en 
tâches cytoplasmiques regroupées au niveau du site d'émergence du bourgeon dans les 
cellules sans bourgeon, puis au niveau des petits bourgeons, et enfin au col entre les cellules 
mères et filles dans les cellules en division. (Martin H. et coll., 1999) 
La fonction exacte de cette protéine est inconnue mais les données existantes indiquent 
que Knr4 est impliquée dans la synthèse de la paroi de levure. Des mutations ponctuelles et la 
disruption de KNR4 engendrent des phénotypes caractéristiques des mutants de la paroi: 
augmentation de la sensibilité cellulaire au SDS, détergent qui désorganise les membranes 
plasmiques; augmentation de la résistance cellulaire à la digestion par la β(1,3) glucanase, 
réduction de la quantité de β(1,3) glucanes ainsi que de l'activité de la β(1,3) glucan synthase, 
sensibilité au blanc de Calcofluor, rouge Congo, caféine et acide sorbique et résistance à la 
toxine killer K9. La disruption du gène KNR4 provoque aussi un arrêt de croissance à 37-
38°C, remédiable en présence d'un stabilisateur osmotique comme le sorbitol 1M ajouté dans 
le milieu. Les diploïdes homozygotes pour la délétion KNR4 ont une sporulation très peu 
efficace qui peut être due aux changements des asques au niveau de la paroi cellulaire. Une 
analyse d’une collection des mutants a permis l’identifcation de 20 gènes provoquant 
l’augmentation de la sensibilité à la Caspofungine. Onze des gènes identifiés sont impliqués 
dans la fonction pariétale et membranaire, notamment des gènes de la voie PKC (MID2, 
FKS1, SMI1/KNR4 et BCK1), et des gènes impliqués dans la biosynthèse de la chitine et des 
mannane ( CHS3, CHS4, CHS7 et MNN10) (Markovich S. et coll., 2004). Par ailleurs, la 
surexpression du gène KNR4 conduit également à des effets apparemment liés à la paroi : la 
sensibilité au blanc de Calcofluor de certains mutants de la paroi est réduite en présence d'un 
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plasmide multicopie portant le gène KNR4. L'analyse de la composition de la paroi de ces 
transformants montre une réduction de la teneur en chitine, ce qui est probablement la cause 
de leur résistance accrue au blanc de Calcofluor. De plus, la surexpression du gène KNR4 a un 
effet sur le niveau de transcription de certains gènes responsables de la synthèse de la chitine. 
L'expression des trois gènes codant pour les sous-unités catalytiques des chitines synthases, 
CHS1, CHS2 et CHS3, est fortement diminuée dans les souches portant le gène KNR4 sur un  
plasmide multicopie (Martin H. et coll., 1999). 
1.6.1 La protéine Knr4 se trouve probablement au cœur d’un réseau 
d’interactions protéine-protéine. 
 Un crible global utilisant le système de double hybride afin de rechercher des 
partenaires fonctionnels, a montré que la protéine Knr4 pourrait interagir avec la protéine 
Bas1 a, ainsi que la pyruvate dehydrogenase Pda1 et Rpc40 sous unité de ARN polymerase I 
et II (Ito T. et coll., 2001). La raison physiologique de cette interaction n’est pas évidente et 
sera discutée dans le chapitre (Résultats et Discussion) de cette thèse. Un autre crible 
génétique à grande échelle a été effectué pour chercher les interactions de type synthétique 
létal (voir partie résultats section 4.2.3) dans la levure S. cerevisiae. Ce crible a permis 
l’identification des gènes qui ont une fonction similaire à celle de KNR4 (Tong A. H. et coll., 
2004). BNI1 impliqué dans le polarisome, CLA4 impliqué dans la localisation cellulaire 
pendant la croissance (Goehring A. S. et coll., 2003), MID2 un senseur membranaire qui 
active la voie de Pkc1-Slt2 (Green, 2003}. (Tong A. H. et coll., 2004). Ensuite, dans une 
étude utilisant la même technologie mais dédié plus spécifiquement à des protéines 
impliquées dans la synthèse de la paroi,  Lesage et ses collegues (2004) ont cherché les gènes 
qui mutés en combinaison avec la délétion d’un des quatre gènes, FKS1, FKS2, GAS1 et 
KNR4 conduit à une absence de croissance (ou une croissance très fortement compromise). 
Cette étude a permis d’identifier 135 délétions létales avec les Δfks1, Δfks2, Δgas1 et Δknr4. 
Des gènes (BEM2, SLT2, ROM2, RLM1 et SWI4) impliquées dans la voie de l’intégrité 
cellulaire ont été identifiés comme synthétiques létales avec les quatre délétions étudiées. De 
plus, des protéines qui se trouvent en aval de la voie PKC1-SLT2 ont été identifiées comme 
Rlm1 et Swi4. La suractivation de la voie de signalisation HOG par une délétion de la 
protéine phosphatase PTC1, et aussi une délétion de FPS1, est létale avec les mutations et 
Δfks1 et Δknr4. Ceci soutient le fait déjà connu que les voies HOG et PKC1-SLT2 jouent des 
rôles opposés dans la régulation de la synthèse de paroi. (Lesage G. et coll., 2004; 
REYNOLDS T. B. et coll., 1998). Les Δchs3 et Δchs5 sont synthétiques létales avec Δfks1, 
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Δknr4 et Δgas1. La protéine Knr4 montre une interaction létale avec des gènes impliqués dans 
l’établissement de la croissance polarisée (Cla4 et Bem1) ainsi qu’avec des gènes impliqués 
dans la morphogenèse et le bourgeonnement (Spa2, Bni1). De plus, parmi les gènes identifiés 
comme synthètiques létaux avec KNR4, se trouvent des gènes de l’ubiquitine dont les produits 
sont impliqués dans la dégradation protéique. 
1.6.2 KNR4 impliqué dans la régulation de la synthèse pariétale et la 
prolifération cellulaire ? 
1.6.2.1 L’interaction entre Knr4 et le MAP kinase Slt2 est requise pour la 
signalisation cellulaire à travers la voie de l’intégrité cellulaire Pkc1. 
 Il a été récemment montré par des différentes approches double hybride et in vitro 
immunoprecipitation que Knr4 interagit physiquement avec la MAP kinase Mpk1/Slt2. Dans 
les conditions de choc thermique, Knr4 est requise pour l’activation de Slt2. L’absence de 
Knr4 modifie la signalisation correcte de Slt2 vers ses substrats (Rlm1 et SBF). L’état 
d’activation de Rlm1 dans le mutant Δknr4 a été étudié. Il a été démontré que l’activité du 
facteur de transcription Rlm1 est réduite de 90% dans une souche mutante Δknr4 par rapport à 
la souche contrôle. Par contre, l’activité transcriptionnelle de SBF est augmentée d’une façon 
anormale. Ceci a été prouvé par une phosphorylation accrue de Swi6 dans le mutant Δknr4, et 
par une dérégulation de plusieurs gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire. Il 
semble que Knr4 agisse comme un modulateur de l’activité de Slt2, l’orientant correctement 
vers ses cibles pour assurer la bonne transmission du message de la Pkc1 en réponse aux 
sollicitations extérieures (Martin-Yken H. et coll., 2002a; Martin-Yken H. et coll., 2002b; 
Martin-Yken H. et coll., 2003) (Figure 11). 
1.6.2.2 Knr4 interagit avec la voie BCK2 pour le contrôle de la phase G1 en 
compagnie du complexe Cln3-Cdc28. 
 Le gène BCK2 (Bypass of C Kinase 2) est impliqué avec Cln3-Cdc28 dans la 
transition de la phase G1/S du cycle cellulaire. Il a été montré que la mutation de KNR4 est 
synthétique létale avec les mutations des gènes de la cascade PKC1-SLT2, y compris PKC1. 
KNR4 et BCK2 ont été isolés comme suppresseur de mutants hypersensible au blanc de 
Calcofluor. De cela, une similitude de phénotypes des mutants knr4 et bck2 a été démontrée. 
En particulier, la délétion de BCK2 comme celle de KNR4 est synthétique létale avec les 
délétions de PKC1, BCK1 et SLT2. En utilisant une souche mutante cln2 cln3, sauvée par la 
présence de CLN3 sous la dépendance du promoteur GAL1, Martin-Yken et coll, ont montré 
que KNR4 est lui aussi essentiel en l’absence de CLN3. Une interaction entre Knr4 et Bck2 
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par une approche de double hybride a été mésurée. Bien qu’une interaction physique entre 
Bck2 et Knr4 n’ait pas été observée, toutes les données génétiques suggèrent que ces deux 
protéines font partie d’un même complexe impliqué avec Cln3-Cdc28 dans le contrôle des 
gènes de la phase G1 (Figure 11) (Martin-Yken H. et coll., 2002a). Cependant, le produit de 
BCK2 peut exercer des effets indépendants de Knr4 quand il est surproduit, et ces effets sont 
remarquablement bien illustrés par une comparaison des profils de transcrits issus de cellules 
surexprimant BCK2 ou KNR4. En particulier, l’expression du gène SWI4 est augmentée de 2 à 
3 fois dans la souche surexprimant BCK2, ce qui peut en partie fournir l’explication de son 
effet de supprimer la lyse cellulaire de mutants pkc1Δ ou mpk1Δ, alors que la surexpression 
de KNR4 ne peut exercer cette complémentation (Martin-Yken H. et coll., 2002a; Martin-
Yken H. et coll., 2002b).  
Knr4  
Rlm1
CLN1, CLN2 dansl’emergence du 
bourgeon et transition G1/S.
Gènes de synthèse 
pariétale.
Noyau
Rom2
Pkc1
Mid2Wsc1
Membrane plasmique
Paroi cellulaire
Slt2
Bck1
Mkk1,2
Bck2  
SBF
Cdc28-Cln3
? ?
Figure 11 : Un modèle proposé pour la fonction de Knr4 dans la voie de Slt2 MAP kinase de 
chez la levure S.cerevisiae. 
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2 MATERIEL ET METHODES. 
2.1 Souches, plasmides et oligonucleotides. 
2.1.1 Souches de levure et bactéries. 
 
Tableau 4 : Souches de levures utilisées. 
Souches Génotype Référence 
AR27 MATα ura3-52 (Ram A. F. et coll., 1994) 
PJ69-4A 
Mata trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200 gal4 v 
gal80 v LYS2::GAL1::HIS3 GAL2-ADE2 met2: :GAL7-
lacZ 
(James P. et coll., 
1996) 
W303-1A MATa SUC2 ade2-1 can1-100 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 (R. Rothstein) 
HM10 AR27 knr4: :KANR Martin et coll. (1999) 
FB1 AR27 KNR4-TAP-tag Cette étude 
HM13 W303-1A knr4::kanR Martin-Yken et coll, 2002) 
HM1315 MATa/MATα, ade2-1 can1-100 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 knr4::kan/knr4::kan labo 
BY4741-1a MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 EUROSCARF 
 
Tableau 5 : Liste des mutants de la collection EUROSCARF utilisées. 
Nomenclature Nom de gènes Description 
YEL061c CIN8 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 cin8 ::kanR
YER155c BEM2 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 bem::kanR
YFL039c ACT1 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 act1::kanR
YGR229c KNR4/SMI1 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 knr4::kanR
YHR030c SLT2/MPK1 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 slt2::kanR
YLR319c BUD6 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 bud6::kanR
YMR294w JNM1 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 jnm1::kanR
YGR070w ROM1 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 rom1::kanR
YKL201c MNN4 MATa met15Δ0 his3Δ1 leu2Δ0 TRP1 ura3Δ0 
mnn4::kanR
La souche d’Escherichia coli DH5α F’ ( de génotype F- , supE44, ΔlacU169, endA1, 
hsdR17, thi-1, gyrA96, λ- ) a été utilisée pour l’amplification des plasmides. Une autre souche  
La souche bactérienne BL21 (F-, ompT, hsdS(rB- , m B-), gal ) a été utilisée pour l’expression 
des protéines de levures Tys1 et Knr4. 
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2.1.2 Plasmides. 
Le plasmide pOBD-KNR4 a été construit par amplification du cadre ouvert de lecture 
de KNR4 en utilisant les amorces Pr knr4-S-BamHI et Pr knr4-AS-PstI-end. Le fragment 
amplifié a ensuite été cloné dans les sites de restriction BamHI/PstI (soulignés). Les 
plasmides pOBD80-KNR4-D, pOBD80-KNR4-F, pOBD80-KNR4-C, pOBD80-KNR4-A et 
pOBD80-KNR4-B ont été construits de la même manière que le plasmide pOBD-KNR4 en 
utilisant respectivement les couples d’amorces (Pr knr4-S-BamHI/AS-knr4-760), (S-knr4-
367/AS-knr4-1135), (S-knr4-367/Pr knr4-AS-PstI-end), (S-Knr4-742/Pr knr4-AS-PstI-end) et 
(S-knr4-1117/Pr knr4-AS-PstI-end).  
Pour la construction des plasmides pFB1, pFB3, pHM64, pHM66 (voir section 2.5.2.3).  
Tableau 6 : Plasmides utilisés. 
Nom Description Source 
pBS1539 Plasmide TAP-tag plasmid contenant le marqueur URA3 de K.lactis (Rigault et coll, 1999) 
pGEM®-T Easy vecteur bactérien de clonage Promega 
pOBD80 
Plasmide de double-hybride contenant le 
fragment d’ADN codant le domaine de 
fixation à l’ADN du facteur de transcription 
Gal4p. 
(Louvet O. et coll., 
1997) 
pGAD424  Plasmide de double-hybride contenant le domaine d’activation de GAL4 (James P. et coll., 1996)
pRS316 Vecteur centromérique contenant le marqueur URA3 
(Sikorski R. S. et Hieter 
P., 1989) 
pUG35 Vecteur centomérique contenant GFP, promoteur MET25 et le marqueur URA3 (Guldener et coll, 1997)
YEp367 
Vecteur navette E. coli /S. cerevisiae, 2µ, 
contenant le gène rapporteur LacZ et un 
marqueur LEU2. 
(Myers A. M. et coll., 
1986) 
pSNF1 (BD) 
Plasmide de double hybride qui exprime la 
protéine de fusion Snf1p au domaine de liaison 
à l’ADN de Gal4p 
(Fields S. et Song O., 
1989; James P. et coll., 
1996) 
pGAD-SNF4 
Plasmide de double hybride qui exprime la 
protéine de fusion Snf4P au domaine 
d’activation de l’ADN de Gal4p 
(Fields S. et Song O., 
1989; James P. et coll., 
1996) 
pKNR4-BD 
Gène KNR4 fusionné au fragment GAL4 
codant le domaine de fixation à l’ADN dans 
pOBD80 
Dagkessamankaia et 
coll, (2001) 
pOBD80-KNR4-D 
Fragment du gène KNR4 (759 pb) fusionné  au 
fragment GAL4 codant le domaine de fixation 
à l’ADN de GAL4 dans pOBD80 
Cette étude 
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pOBD80-KNR4-F 
Fragment de gène KNR4 (768 pb) fusionné au 
fragment GAL4 codant le domaine de fixation 
à l’ADN de GAL4 dans pOBD80 
Cette étude 
pOBD80-KNR4-C 
Fragment de gène KNR4 (1149 pb) fusionné au 
fragment GAL4 codant le domaine de fixation 
à l’ADN de GAL4 dans pOBD80 
Cette étude 
pOBD80-KNR4-A 
Fragment de gène KNR4 (774 pb) fusionné au 
fragment GAL4 codant le domaine de fixation 
à l’ADN de GAL4 dans pOBD80 
Cette étude 
pOBD80-KNR4-B 
Fragment de gène KNR4 (400 pb) fusionné au  
fragment GAL4 codant le domaine de fixation 
à l’ADN de GAL4 dans pOBD80 
Cette ètude 
pGal4a – TYS1 
Gène TYS1 fusionné au fragment GAL4 codant 
le domaine de liaison à l’ADN de GAL4 dans 
pGAD424 
(Dagkessamankaia et 
coll, 2001) 
pGal4a – CIN5 
Gène CIN5 fusionné au fragment GAL4 codant 
le domaine de liaison à l’ADN de GAL4dans 
pGAD424 
(Dagkessamankaia et 
coll, 2001) 
pGal4a – SLT2 
Gène SLT2 fusionné au fragment GAL4 codant 
le domaine de liaison à l’ADN de GAL4 dans 
pGAD424 
(Soler M. et coll., 1995)
pGal4a–BCK2 
Gène BCK2 fusionné au fragment GAL4 
codant le domaine de liaison à l’ADN de 
GAL4 dans pGAD424 
(Martin-Yken H. et 
coll., 2002a) 
pGal4a–RLM1 
Gène RLM1 fusionné au fragment GAL4 
codant le domaine de liaison à l’ADN de 
GAL4 pGAD424 
(Watanabe Y. et coll., 
1995) 
pGal4-PDA1 
Gène PDA1 fusionné au fragment GAL4 
codant le domaine de liaison à l’ADN de 
GAL4dans pGAD424 
Cette étude 
pFB1 
Plasmide centromérique exprimant le gène 
codant Knr4S200A-S203A mutée sur les sur les 
deux sites de phosphorylation (S200A-
S203A), 
Cette étude 
pFB3 fragment de 1,6 kb du promoteur KNR4 HindIII – XbaI, cloné dans YEp367 Cette étude 
pHM64 
Clonage du gène exprimant la protéine 
Knr4S200A-S203A au site BamhI/EcorI en 5’ du 
fragment GFP dans le vecteur pUG35. 
Cette étude 
PHM37 
KNR4 (2,95 kb) cloné aux sites  Xba1/Spe1 
dans le plasmide épisomic pRS426 contenant 
un marqueur URA3 
(Martin,H et coll, 1999)
pHM38 
KNR4 (2,95 kb) cloné aux sites  Xba1/Spe1 
dans le plasmide centromeric pRS316 
contenant un marqueur URA3. 
(Martin et coll, 1999) 
pHM66 Plasmide contenant le gène exprimant la protéine Knr4S200A-S203A plasmide de double- Cette étude 
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hybride pOBD80. 
pGEX-TYS1 
Plasmide contenant le gène TYS1 dans le 
plasmide pGEX en phase avec la GST pour 
exprimer la protéine de fusion GST-Tys1. 
(Dagkessamankaia et 
coll, 2001) 
pFD6 KNR4 (1188pb) délaité dans la partie C-terminale cloné dans le plasmide pET21 Fabien Durand 
pHSP100 Plasmide rapporteur contenant une fusion lexA-RLM1 et le gène rapporteur LacZ . 
(Kirchrath L. et coll., 
2000) 
 
2.1.3 Oligonucléotides.  
Tableau 7 : Oligonucléotides utilisés.  
Nom Séquence Utilisation 
Pr knr4-S-
BamHI 
GGATCCTGGATCTATTCAAAA
GAAAAGTT 
Construction de plasmide de double 
hybride pOBD80-KNR4, Délétion 
progressive des domaines de KNR4 
Pr knr4-AS-
PstI-end 
ATCTGCAGAAGCTATATTTTC
AAATTCTTC 
Construction de plasmide de double 
hybride pOBD80-KNR4, Délétion 
progressive des domaines de KNR4 
S-knr4-1117 CGGGATCCAGCCTTCTACCCTCAACG 
Délétion progressive des domaines de 
KNR4 
AS-knr4-1135 AACTGCAGCGTTGAGGGTAGAAGGCTG 
Délétion progressive des domaines de 
KNR4 
S-knr4-367 CGGGATCCACGCAGAGGAAGACTTGG 
Délétion progressive des domaines de 
KNR4 
AS-knr4-385 AACTGCAGCCAAGTCTTCCTCTGCGTG 
Délétion progressive des domaines de 
KNR4 
S-Knr4-742 CGGGATCCATATCGGTGTTGACTTGG 
Délétion progressive des domaines de 
KNR4 
AS-knr4-760 AACTGCAGCCAAGTCAACACCGATATG 
Délétion progressive des domaines de 
KNR4 
P1 NdeI-TAP CATATGAATATCACAATTAACATTCTACAAC 
Construction de la cassette KNR4-TAP-
tag 
P2 ApaI-TAP GGGCCCACTAGTAGTATTTATTTTCTTTTTTTA 
Construction de la cassette KNR4-TAP-
tag 
P3 QF- TAP 
GATGATGCTAAAGTGGAAGA
AGCGAGAAAGAATTTGAAAA
TATAGCTTTATCCATGGAAAA
GAGAAG 
Construction de la cassette KNR4-TAP-
tag 
Pr1AS/NcoI-
pHM38 
GTCTTTCCATGGCTGAAGAGG
CGCCAGTGATGTAACATGGG
ATAAACC 
Amorce interne pour réaliser une 
mutation dans le site de phosphorylation 
de KNR4 par PCR recombinante 
Pr1S-pHM38 ACGGAGTCAAACGATGGTGTCTC 
Amorce externe pour réaliser une 
mutation dans le site de phosphorylation 
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de KNR4 par PCR recombinante 
Pr2AS-pHM38 CGCTAAAGTAGTCGTCATTGTCATCTACT 
Amorce externe pour réaliser une 
mutation dans le site de phosphorylation 
de KNR4 par PCR recombinante 
Pr2S/NcoI-
pHM38 
ATCTACTGGCGCCTCTTCAGC
CATGGAAGACTAAATGGTAA
CAAGTTCAAAC 
Amorce interne pour réaliser une 
mutation dans le site de phosphorylation 
de KNR4 par PCR recombinante 
pr-knr4-sta TAGGCGACAACTTGGCAGAATTTT Séquençage de KNR4 
pr-knr4-Mid GGCTTGTTTTATGGCTTCCAACTAA Séquençage de KNR4 
pr-knr4-End GCAAAAGAAAGTGGCAGCTGAAC Séquençage de KNR4 
Pr-S 
Promoteur 
KNR4  
CACATACAGCAAAAAAATAG
GCCAATTTATGATCATCATCC
G 
Construction du plasmide pFB3 
prom KNR4 
rev HindIII 
GCAAGCTTCATTTTATACTAA
AAAATTCTGCCAAGTTG Construction du plasmide pFB3 
Pr-S-PDA1 
(EcorI) 
GAGAATTCATGTTTGTCGCAC
CTGTATCTTCACAA 
Construction du plasmide pGal4-PDA1 
pour le test du double-hybride 
Pr-AS- PDA1 
(PstI) 
GACTGCAGATCCCTAGAGGC
AAAACCTTGCTTTTTGAA 
Construction du plasmide pGal4-PDA1 
pour le test du double-hybride 
 
Tableau 8 : Liste des oligonucléotides utilisée pour la quantification des transcrits par PCR 
quantitative en temps réel 
Nom Séquence 
KNR4_QPCR_F CGGTACTTCTGGCTTGTTTTATGGCTTCC 
KNR4_QPCR_R GATCTGGGATATTTGGCAGTTTGAACTTGTTAC 
PDA1_QPCR_F CAGGCTTCTATGGTGGTAATGGTATCGTG 
PDA1_QPCR_R GCAGGCGTCCTCGTTCTTGTATTGG 
RPN2_QPCR_F CGATGATGTCAGAAGGGCAGCAGTC 
RPN2_QPCR_R GGCACAAGCAATCCCAAGAGCAAATG 
UBC6_QPCR_F GGACCTGCGGATACTCCTTACAAG 
UBC6_QPCR_R GGGTGGTAATCACTCATAGAAAGGCATAATCG 
GSY2_QPCR_F TGCCCAGTATAAAGACCATTACCACTTGATAGG 
GSY2_QPCR_R GCACCTTCAATCAGCCACCTCCCATAAAC 
ACT1_QPCR_F TATCGTCGGTAGACCAAGACACCAAGG 
ACT1_QPCR_R ACTCTCAATTCGTTGTAGAAGGTATGATGCC 
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2.2 Milieux de culture. 
2.2.1 Milieux de culture de levure 
Les milieux sont stérilisés par autoclavage à 120°c pendant 20 minutes. Les milieux 
solides contiennent 2% d’agarose.  
Milieu complet YPD:  1% extrait de levure, 2 % bacto-peptone, 2% glucose. 
Milieu minimum YNB: 0,17% yeast nitrogen base (sans acides aminés ni sulfate 
d’ammonium), 0,5% (NH4)2SO4, 2% glucose. 
Ce milieu peut être complété par une solution d’acides aminés ainsi que par des acides aminés 
et des bases nucléiques (tyrosine, uracile, et adenine ; voir Rose et al., "Methods in Yeast 
Genetics" A laboratory course manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990) 
2.2.2 Milieux de culture de bactéries. 
Milieu LB : 1% Tryptone, 0,5%extrait de levure, 0,5% NaCl. (Pour la sélection des 
plasmides après les transformation de bactéries, 50μg/ml d’ampicilline 
ou de kanamycine sont ajoutés au milieu LB). 
Milieu SOB : 2% Tryptone, 0,5 % extrait de levure, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, MgCl2 
10mM, MgSO4 10mM pH 6,7 
2.3 .Tests phénotypiques sur boîtes de pétri 
Lorsqu’il s’agit de tester la sensibilité au Blanc de Calcofluor des souches ne contenant pas de 
plasmides, le milieu est du milieu YPD solide, supplémenté 0,1 mg/ml de blanc de 
Calcofluor. Si par contre il s’agit de tester la complémentation ou la suppression de la 
sensibilité d’un mutant par un plasmide, un milieu de sélection (YNB plus les suppléments 
auxotrophiques) est utilisé afin d’assurer le maintien du plasmide dans les cellules. Pour les 
plasmides portant le marqueur d’auxotrophie URA3, ou du milieu YNB sans uracile, mais 
complémenté par les autres acides aminés et bases nucléiques. Ce milieu est tamponné à pH 
6,0 par 50 mM de MES (2-(N-morpholino)-éthane sulfonique acide) afin d’assurer la stabilité 
du blanc de Calcofluor (Ram et al., 1995). Le blanc de Calcofluor(Sigma, ref n°F6259) est 
ajouté au milieu refroidi à 50°C, juste avant solidification, sous la forme d’une solution à 1% 
préparée extemporanément et stérilisée par filtration. Le rouge Congo est ajouté au milieu 
refroidi à 50°C, juste avant solidification, sous la forme d’une solution à 2 mg/ml préparé 
extemporanément et stérilisée par filtration. La sensibilité à l’acide sorbique a été réalisée sur 
des boites YPD contenant 1 mM d’acide sorbique pH 4.5. Les solutions de caféine (100mM), 
de SDS (0,05%) et de NaCl (1M) sont préparées sous forme de solutions stocks stériles aux 
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concentrations indiquées entre parenthèse. Elles sont ajoutées, à la concentration finale 
désirée, au milieu YPD juste avant solidification. Les souches sont cultivées une nuit dans 5 
ml de milieu de culture YPD à 30°C pour atteindre généralement la phase stationnaire. En 
fonction des densités optiques des cultures mesurées à 530nm, elles sont concentrées pour 
obtenir des suspensions cellulaires à 8.0 unités de DO530. Les cellules sont ensuite déposées 
en gouttes, à différentes dilutions (1/10, 1/100 et 1/1000) sur le milieu contenant les différents 
composés. Les boîtes de pétri sont incubées à 30°C pendant 2 jours 
La sensibilité au stress thermique a été réalisée sur des boites YPD à température 37°C. 
La sensibilité à la pression osmotique a été étudiée par suivi de leur croissance en milieu YPD 
supplémenté par du sorbitol à une concentration de 1M. 
2.4 Techniques de génie génétique. 
2.4.1 Préparation de bactéries thérmocompétentes. 
La préparation de bactéries compétentes consiste en la fragilisation de leur membrane 
pour faciliter leur transformation par des plasmides. Les bactéries compétentes ont été 
préparées par la méthode SEM (Simple and Efficient Method), selon le protocole décrit 
(Inoue et al.,1990). La souche DH5α (Library Efficient DH5α competent cells, Life 
Technologies) est mise en croissance sur une boîte LB à 37°C toute une nuit. Une dizaine de 
colonies sont inoculées dans 250ml de milieu SOB à 18°C jusqu'à l’obtention d’une DO600nm 
= 0,6. La culture est alors refroidie pendant 10min. dans la glace, puis centrifugée à 3000 
rpm/10min/4°C. Le culot est repris dans 80 ml de tampon TB froid (Pipes 10mM, CaCl2, 
15mM, KCl 250mM, MnCl2 55mM, pH 6,7), puis laissé à nouveau 10 min dans la glace. 
Après centrifugation 3000rpm/10min/4°C, le culot est repris dans 20ml de tampon TB froid et 
l’on ajoute du DMSO (Diméthyl sulfoxyde) à une concentration finale de 7 %. L’ensemble est 
placé dans la glace pendant 10min, les cellules sont aliquotées par 200μl dans des tubes 
eppendorfs froids et congelées brutalement dans l’azote liquide. Elles sont conservées à –
80°C jusqu'à l’utilisation. 
2.4.2 Préparation de bactéries électrocompétentes. 
Un volume de 250μl de milieu LB est inoculé avec 50 μl d’une préculture de DH5α. 
Les bactéries sont cultivées jusqu'à une DO600nm = 0,5, puis centrifugées à 
4500rpm/10min/4°C. Après deux lavages à l’eau distillée froide et un lavage au glycérol 10% 
(v/v), les cellules sont reprises dans 700 μl de glycérol 10%, puis aliquotées par fractions de 
40 μl et congelées dans l’azote liquide (Dower et al.,1988). 
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2.4.3 Transformation de bactéries thermocompétentes. 
Le tube contenant les cellules compétentes est laissé à dégeler dans la glace. Les 
cellules sont transférées dans un tube eppenforf froid contenant l’ADN plasmidique à 
amplifier (le produit d’une ligation ou 0,5μg de plasmide). Après 10 minutes à 4°C, le tube est 
placé dans un bain à 42°C pendant 2 minutes (choc thermique). Les cellules sont alors remises 
10 minutes dans la glace, puis 500μl de LB froid sont rajoutés. Après 30 minutes d’expression 
phénotypique à 37°C, les cellules sont centrifugées à 10.000 g durant 1 minute, et les cellules 
sont resuspendues dans ∼ 200µl d’eau pour être étalés sur une boîte LB+Ampicilline. Une 
nuit à 37°C suffit pour l’obtention de colonies. 
2.4.4 Transformation de bactéries électrocompétentes. 
L’électroporation consiste à soumettre les cellules à une très grande différence de 
potentiel pendant un temps de quelques millisecondes afin de provoquer la formation de pores 
dans la membrane plasmique, qui devient alors perméable à l’ADN transformant (Dower et 
al.,1988). Les 40 μl de bactéries électrocompétentes sont incubés 1 minute dans la glace avec 
1 à 2 μl d’ADN transformant. Les cellules sont ensuite transférées dans une cuve 
d’électroporation de 0,2 cm, puis soumises à une impulsion électrique de 1,5 KV, 200 Ω et 25 
μF, à l’aide d’un électroporateur Gene Pulser (Bio-Rad) équipé du pulse contrôler (Bio-
Rad). Les cellules sont immédiatement suspendues dans 1 ml de milieu LB, puis incubées 1 
heure à 37°C avant d’être étalées sur un milieu sélectif. 
2.4.5 Mini préparation d’ADN plasmidique de bactéries. 
Ce protocole est destiné à récupérer du matériel plasmidique après son amplification 
chez la bactérie E.coli. La colonie isolée est repiquée dans 3 ml de milieu LB liquide (+ 50 
µg/ml d’ ampicilline) et laissée à 37°C durant une nuit. Les cellules sont récupérées par 
centrifugation dans un tube eppendorf (15000rpm/1min). Le surnageant est éliminé à la 
trompe à vide et le culot est repris dans 150μl de Solution I (Tampon de suspension) auxquels 
sont rajoutés 200μl de solution II (Solution de lyse).Après 5 minutes, la réaction est arrêtée 
par 200μl de solution III (Solution de neutralisation) et laissée 2 minutes dans la glace. La 
tube est centrifugé à 15000rpm/10min/4°C et la surnageant est transféré dans un tube 
contenant 360μl d’isopropanol. Le mélange est laissé au repos 5 min puis centrifugé à 
15000rpm/5min/4°C. Après élimination du surnageant, le culot d’ADN est rincé par 200μl 
d’éthanol 70%. Le culot est séché 5 min à 50°C puis repris dans 15μl d’eau. 
F Solution I :  Glucose 50mM 
   EDTA 10mM pH = 8 
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   Tris-Hcl 25mM pH = 8 
   Rnase à 7U/ml final 
F Solution II :  NaOH 0,2M 
   SDS  1% 
F Solution III :  Acétate de sodium 3M pH = 5,2 
2.4.6 Transformation de levure. 
Quelques millilitres de milieu YPD sont ensemencés à l’anse de platine et les cellules 
sont mises en croissance à 30C toute une nuit. Après une mesure de la DO à 600 mn, la 
culture est diluée dans 20 ml de milieu YPD frais à une DO600 de 0,1 afin de relancer la 
croissance des cellules. En effet, les cellules en phase exponentielle se prêtent davantage à la 
transformation que les cellules en stationnaire, plus résistantes. En parallèle, s’il s’agit d’une 
transformation visant l’intégration d’un plasmide ou d’une cassette de délétion dans le 
génome, le plasmide sera mis à digérer. Après une croissance à 30°C jusqu'à DO600 = 0,6 
(environ 6 heures pour une souche sauvage), 4 ml de la culture sont centrifugés à 
5000rpm/5min/4°C, le culot est lavé avec de l’eau stérile puis centrifugée à 
5000rpm/5min/4°C. Après élimination de l’eau, le culot est repris dans 800 μl d’une solution 
de LiAC/TE 1X. L’acétate de lithium va permettre de fragiliser la paroi de la levure. Cette 
réaction dure pendant 15 minutes à température ambiante. Pendant ce temps, une solution 
d’ADN carrier à 10 mg/ml (qui favorise l’intégration de l’ADN dans la levure} est chauffée à 
95°C durant 15 minutes (Schiestl R. H. et Gietz R. D., 1989). L’ADN carrier est ensuite 
brutalement plongé dans la glace pendant 5 minutes pour empêcher sa rehybridation. Ces 5 
minutes servent aussi à centrifuger (5000rpm/5min/4°C) le mélange levures /LiAc. Le 
surnageant d’acétate de lithium est éliminé. Le culot de levures est alors repris dans 100μl 
d’une solution de LiAc/TE 1X/eau, auxquels l’ADN transformant et 5μl d’ADN carrier sont 
rajoutés. Les levures sont mélangées à 600μl d’une solution de LiAc/TE 1X/PEG 40% qui 
permet de concentrer l’ADN au niveau de la paroi de la levure. Le mélange est laissé 40 
minutes à 30°C, puis 20 minutes dans un thermo-bloque à 42°C pour réaliser le choc 
thermique qui va permettre l’entrée de l’ADN transformant dans les cellules de levure. Après 
une centrifugation à 5000rpm/5min/4°C, les cellules sont reprises dans 100μl d’eau stérile, 
puis étalées sur un milieu qui permettra la sélection des transformants (Woods R. A. et Gietz 
R. D., 2001). 
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2.4.7 Technique de construction de plasmides in vivo par recombinaison 
homologue chez la levure S. cerevisiae. 
Cette technique permet de cloner un gène ou un fragment de PCR quand les 
techniques de clonage conventionnelles se sont révélées peu fructueuses ou qu’il n’existe pas 
de sites de restriction compatibles (Ma H. et coll., 1987; Oldenburg K. R. et coll., 1997). Le 
fragment d’ADN à cloner (gène, produit d’une PCR) doit posséder aux extrémités 30 - 40pb 
d’homologie aux extrémités du plasmide receveur linéarisé (Baudin A. et coll., 1993; 
Manivasakam P. et coll., 1995). La co-transformation (fragment d’ADN + plasmide linéarisé) 
de la levure permet le clonage in vivo du fragment d’ADN dans le plasmide receveur par 
simple recombinaison homologue (Orr-Weaver et coll., 1981). Le plasmide est ensuite extrait 
de la levure (Hoffman C. S. et Winston F., 1987), amplifié par des cellules rendues 
électrocompetantes ( voir section 2.4.1.4 ; Dower et coll, 1988), puis isolés par 
minipréparation. Enfin, la construction est vérifiée par séquençage. 
2.4.8 Extraction d’ADN plasmidique de levure. 
Quelques ml de milieu YNB (plus les besoins auxotrophiques) sont ensemencés par la 
levure contenant le plasmide à isoler, puis laissés sous agitation à 30°C durant la nuit. La 
culture est centrifugée (15000rpm/1min/TA) et le culot est repris dans 200 µl d’une solution 
de NaCl 100mM, Tris/HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM et 0.1 % SDS, puis transféré dans un 
tube eppendorf. Après ajout de 0,3gr de billes de verre (Glass beads 425-600µm de Sigma), 
l’eppendorf est vortéxé 1min. Après centrifugation à 15000rpm/2min/, la phase supérieure est 
transférée dans un nouveau tube et mélangée à 200 µl de phénol (non acide) par vortex (1 
minute). Après centrifugation 15000rpm/2min/TA, la phase supérieure est isolée une seconde 
fois et de nouveau mélangée à 200µl de phénol (non acide) par vortex (1 minute). (Hoffman 
C. S. et Winston F., 1987). Le surnageant est alors purifié par le kit QiaexII de Qiagen 
(Protocol for desalting and concentrating DNA solutions). Le choix de ce kit est basé sur sa 
capacité à purifier des plasmides d’une taille supérieure à 10kb. L’ADN plasmidique est 
repris au final dans 15µl d’eau. Seuls 1 à 2µl de ce volume servent à transformer des bactéries 
E. coli rendues électrocompétentes (voir section 1.4.1.4)(Dower W. J. et coll., 1988). 
2.4.9 Extraction d’ADN génomique de levure. 
Le kit Maestro Yeast TM d’Eurobio a été utilisé pour extraire l’ADN génomique de 
levure. Ce kit, utilisé suivant les indications du fournisseur, permet d’obtenir rapidement une 
quantité d’ADN génomique suffisante pour faire des PCR afin de vérifier des intégrations 
génomiques par exemple. 
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2.4.10 Extraction des ARN totaux de levure. 
2.4.10.1 Culture et broyage cellulaire. 
Les levures sont mises en culture en érlenmeyer dans 100ml de milieu YPD à 30°C 
Des échantillons ont été prélevés en phase exponentielle de croissance DO600 = 0,7, ensuite, 
en phase diauxique DO600 = 4 et stationnaire de croissance DO600 = 8. Les cellules sont alors 
recueillies par centrifugation (3000rpm/2min), puis remises en suspension dans le tout petit 
volume de milieu restant au niveau du culot après avoir jeté le surnageant. La suspension 
cellulaire est alors aspirée à la pipette puis versée directement sous forme de plusieurs gouttes 
dans l’azote liquide. Les gouttes de cellules sont conservées à -80°C. Deux ou trois gouttes de 
cellules sont broyées mécaniquement (2600rpm/2min) par une bille de tungstène de 7mm de 
diamètre, dans un broyeur (Braun Melsungen, Allemagne). Toute la vaisselle servant au 
broyage des cellules doit être préalablement refroidie dans l’azote liquide pour maintenir les 
fragments cellulaires gelés. Les débris cellulaires sont directement versés dans la solution 
RLT du kit Rneasy Mini Kit (Qiaqen, Allemagne) afin d’extraire les ARN totaux. 
2.4.10.2 Extraction des ARN totaux. 
Les précautions habituelles nécessaires à la manipulation des ARN sont prises (port de 
gants, changements fréquents des gants, solutions traitées au DEPC, manipulations 
rapides…). Les ARN doivent être d’une pureté irréprochable pour éviter toutes 
contaminations par des produits susceptibles d’inhiber la réaction de transcription reverse. 
L’extraction des ARN totaux à partir des fragments cellulaires congelés est exécutée en 
suivant les recommandations du fournisseur du kit Rneasy Mini Kit (Qiagen). La méthode 
Qiagen combine les propriétés de fixation sélective des membranes de silice et de multiples 
étapes de centrifugation. Qiagen déclare que les ARN élués (dans 500μl ) peuvent être 
directement utilisés pour la rétrotranscription.. La quantité et la qualité des ARN totaux sont 
déterminées en mesurant l’absorbance à 260nm et à 280nm, puis en calculant le rapport A260/ 
A280 qui doit être compris entre 1,9 et 2,1 (sinon l’échantillon est contaminé par des protéines). 
De plus, une électrophorèse (0,8% d’agarose, 100V pendant 10 minutes) sur laquelle sont 
chargés 10 μg d’ARN total permet de compléter cette vérification. Une autre méthode plus 
rapide qui a été utilisée par la suite est l’analyse des ARN sur des puces Agilent par le 
Bioanalyser (Agilent USA), technique de séparation par microfluidique et qui d’estimer à la 
fois la qualité et la quantité des ARN Il est important de noter que la bonne qualité des ARN 
joue un rôle important dans la fidélité des expérience réalisé avec le RT-PCR-Q). 
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2.4.11 Techniques de clonage et d’analyses de séquences. 
2.4.11.1 Analyse informatique des séquences. 
  Les simulations de clonage, de digestions plasmidiques, de PCR recombinantes, ainsi 
que les alignements multiples de séquence et les pourcentages d’identité entre deux séquences 
en acides aminés ont été réalisé grâce au logiciel Vector NTI (InforMax, Inc, Bethesda, MD). 
Etant donné que la levure S.cerevisiae était l’un des premiers organismes d’être séquencés, 
cela a permis la mise en place de nombreux outil informatique pour son exploitation, 
notamment sur internet. Je citerai certains sites que j’ai utilisé durant cette étude : 
  http://Vectordb.atcg.com (pour les séquences de vecteurs) 
Ce site a été utilisé pour télécharger les séquences nucléotidiques. 
  https://www.incyte.com/control/tools/proteome (Incyte proteome) 
  http://www.yeastgenome.org/ (SGD) 
Ces deux sites sont des bases des données génomiques ont été utilisés très fréquemment au 
cours de cette thèse pour acquérir les différentes informations concernant un gène donné. 
  http://www.swissmodel.expasy.org (Swiss Model) 
Ceci est une base des données protéiques. D’autres logiciels disponibles sur Inernet ont 
également été utilisés pour analyser les séquences. 
2.4.12 Enzymes. 
Les endonucléases de restriction ainsi que les enzymes de modification de l’ADN 
(ligase, phosphatase alcaline, fragment de Klenow) utilisées proviennent de chez New 
England Biolabs ou de chez Gibco BRL. Elles ont été utilisées selon les indications des 
fournisseurs. 
2.4.13 Purification de fragment d’ADN. 
Le « Qiaquick Gel Extraction Kit » de Qiagen a été largement utilisé pour l’extraction 
de fragment à partir d’un gel. Pour les cas les plus difficiles, le kit QiaexII de Qiagen a été 
préféré. 
2.5 Techniques de PCR. 
2.5.1 Conditions de PCR. 
Les condition de PCR peuvent varier mais la condition générale est la suivante : 
- Matrice : 1μl = 100ng de plasmide ou d’ADN gènomique.. 
- Oligonucléotides ou amorces: 1μl = 100ng 
 - dNTPs : 8μl d’une solution 2,5mM pour chacun des quatre. 
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 - Tampon de l’enzyme : 10μl car généralement 10X. 
 - Enzyme : 1μl. 
 - Volume réactionnel : H2O qsp 100μl. 
L’enzyme et son tampon sont choisis selon les besoins de la PCR. Pour une amplification 
fidèle de la matrice, on utilisera plutôt la Pfu polymérase (Promega) ou la Vent polymérase 
(Biolabs). Pour une amplification destinée à un contrôle qualitatif, on utilisera la Taq 
polymérase ( Sigma), plus rapide, moins coûteuse, mais moins fidèle. Les PCR sont réalisées 
avec un appareil Perkin Elmer (Gene Amp PCR system 2400) ou Hybaid (PCRExpress. 
 
Les cycles utilisés sont généralement les suivants : 
 
5 Premiers cycles (destinés à l'initiation de la réaction) : 
F 95°C pendant 45 secondes 
F 48°C pendant 45 secondes 
F 72°C pendant 1 à X minutes (le temps est variable car il dépend de la longueur de la 
séquence à amplifier et de la vitesse de l'enzyme : 2 minutes pour 1kb avec la Pfu ou la Vent 
et 1 minute pour la même distance avec la Taq). 
9Puis 25 cycles durant lesquels les amorces s'hybrident sur toute leur longueur :  
F 95°C pendant 45 secondes 
F 53°C pendant 45 secondes 
F 72°C pendant 1 à X minutes  
La PCR se termine par une étape durant deux fois le temps d'élongation à 72°C. 
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2.5.2 Mutagenèse par PCR. 
2.5.2.1 PCR Recombinante. 
La technique de mutagenèse dirigée par PCR Recombinante (Innis M. A. et coll., 1990) a été 
utilisée aux cours de ces travaux pour changer les deux Serines de Knr4 par deux alanines.  
 
3’
3’ 5’
5’
3’
Figure 12 : Schéma représentant la principe de la mutagenèse dirigée par PCR recombinante. 
2.5.2.2 Principe de la mutagenèse dirigée par PCR recombinante. 
Deux PCR sont initiées (Figure 12). La première est réalisée avec un oligonucléotide en 
amont de la séquence à modifier (Oligonucléotide Externe 1) et un oligonucléotide 
s’appariant en 3’ de la matrice mais portant en 5’ la séquence mutée (Oligonucléotide Interne 
1). La seconde PCR est menée avec un oligonucléotide s’appariant en aval (Oligonucléotide 
Externe 2) et un oligonucléotide s’appariant en 5’ de la matrice (Oligonucléotide Interne 2) 
mais portant en 5’ la séquence complémentaire à la queue 5’ de l’oligonucléotide muté 
5’
3’ 5’
3’
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3’ 5’
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5’ 3’
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 78
  Matériels et Méthodes 
précédent (c'est-à-dire l'Oligonucléotide Interne 1 Les deux produits de PCR sont alors 
complémentaires au niveau de l’extrémité mutée permettant ainsi l’initiation d’une troisième 
PCR avec les deux oligonucléotides externes et les produits de PCR précédents comme 
matrice. La résultante de la réaction est l’obtention de la séquence modifiée au niveau de la 
région de chevauchement entre les deux produits de PCR. Après insertion du fragment 
recombinant dans un vecteur d’amplification, il est nécessaire de s’assurer de l’intégrité de la 
modification par séquençage. Nous avons appliqué cette méthodologie pour remplacer deux 
résidus serine 200 et 203 de la protéine Knr4 par deux alanines.. 
2.5.2.3 Construction des plasmides pFB1, pFB3, pHM64, pHM66. 
Plasmide pFB1: Les deux résidus sérines de Knr4 qui ont été identifiés comme 
phosphorylés in vivo (Ficarro S. B. et coll., 2002) ont été remplacés par deux résidus alanine 
par la technique de PCR recombinante (Innis M. A. et coll., 1990). Les deux oligonucléotides 
Pr1S-pHM38 (amorce externe)/ Pr1AS/NcoI-pHM38 (amorce interne) ont été utilisées pour 
réaliser la PCR1: les deux amorces et Pr2S/NcoI-pHM38 (amorce interne)/ Pr2AS-pHM38 
(amorce externe) ont été utilisées pour réaliser le PCR2. Les deux oligonucléotides externe 
ont été utilisé (Pr1S-pHM38/ Pr2AS-pHM38) pour le PCR3. Le fragment recombinant a été 
sous-cloné dans le plasmide pHM38 ouvert par BglII. Ceci a permis la construction du 
plasmide pFB1 (Table 6). Nous avons réalisé cette construction en introduisant dans le 
fragment de la PCR3 un site de restriction enzymatique, nous permettant par la suite de 
vérifier la construction d’une façon systématique (par NcoI ou PmeI+SfoI ou PmeI+NarI). 
L’amplification du fragment PCR a été réalisée en utilisant la "high fidelity pfu turbo 
polymérase" (Stratagene). La construction du plasmide pFB1 a été vérifiée par séquençage 
(Genome Express S.A., Grenoble, France).  
Le plasmide pFB3 a été construit par amplification de la région promotrice de KNR4 
(1.5kB) en utilisant les oligonucléotides Pr-S Promoteur KNR4 et prom KNR4 rev HindIII. 
Le fragment amplifié a ensuite été cloné dans le plasmide linéarisé yEP367 dans le site de 
restriction HindIII (soulignés). 
Le plasmide pHM64: Le plasmide pFB1 a été digéré par BamhI/EcoRI permettant de 
purifier le gène muté knr4** contenant les mutations qui remplace Ser 200 et 203 par Ala. Ce 
fragment a été cloné en 5’ du fragment d’ADN exprimant la GFP dans le plasmide pUG35. La 
fusion KNR4-GFP est sous le contrôle de MET25. 
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Le plamide pHM66 : Le plasmide pFB1 a été digéré par BamhI/EcoRI permettant de 
purifier le gène knr4**. Ce fragment a été cloné dans le plasmide de double hybride en 3’ du 
fragment BD codant le domaine de liaison à l’ADN de Gal4p. 
 
2.5.3 RT-PCR quantitative en temps réel. 
La PCR quantitative en temps réel est une technique récente qui permet de mesurer 
l’expression des gènes via l’amplification spécifique du gène étudié par PCR. En utilisant la 
fluorescence comme système rapporteur, l’augmentation de la quantité d’ADN au cours de la 
PCR est enregistrée au fur et à mesure. Après la PCR, les quantités d’ADN sont comparées 
dans la partie exponentielle, moment pendant lequel l’augmentation de la quantité d’ADNc 
est proportionnelle à la quantité initiale de matrice (Bustin S. A., 2002; Mingam A. et coll., 
2003). 
Les amorces spécifiques pour la PCR quantitative ont été dessinées pour chacun les gènes 
KNR4, GSY2 (contrôle) ainsi que pour les quatre gènes de ménages ACT1, PDA1, RPN2 et 
UBC6 à l’aide du logiciel Beacon Designer en utilisant les paramètres par défaut (Table 8). 
Les gènes de ménage présentent un profil d’expression relativement constant quelles que 
soient les conditions de croissance mises en œuvre. Le choix des amorces a été réalisé de 
façon à limiter la formation de structures secondaires et de dimères et pour éviter la perte de 
rendement de la PCR du au repliement et à la dimérisation des amorces. 
Pour chaque échantillon (P1), (P2) et (P3), 1µg d’ARN totaux (Voir partie extraction 
des ARN totaux, section 2.4.10) sont rétro-transcrits dans 20µl de mélange réactionnel en 
utilisant "iScript cDNA synthesis kit" (BioRad). La réaction est réalisée selon le protocole du 
fournisseur, par incubation 5 min à 25°C/5, puis, 30 min. à 42°C et 5 min à 85°C. Une 
fraction du mélange d’ADNc est amplifiée par PCR à l’aide de l’appareil MyiQTM (Bio-Rad, 
base thermocycler iCycler® et module optique MyiQTM). L’analyse des signaux est réalisée à 
l’aide du logiciel de MyiQ® (Bio-Rad). L’efficacité d’amplification du couple d’amorces est 
préalablement validée par une série de dilutions des ADN complémentaires. Une bonne 
efficacité (85 < rendement < 120%), avec un coefficient de corrélation « cycle seuil vs 
concentration matrice » proche de 1 traduit une amplification spécifique du gène cible et 
l’absence de dimères d’amorces. 
Les réactions PCR sont effectuées en microplaques 96 puits (25 µL de volume total) 
en utilisant un mélange réactionnel commercial (IQ SYBR Green supermix, Bio-Rad) 
contenant une Taq polymérase protégée par anticorps (hot start), 12,5µl de SYBR Green 
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supermix, 2,5 µM de chacune des amorces, 2,5µl H2Od et 5 µl d'ADNc. Le protocole utilisé 
consiste en une étape de dénaturation de 3 min à 95°C, 40 cycles à deux étapes (10 sec à 
95°C, 45 sec à 56°C [hybridation + élongation]), puis une étape de dénaturation de 30 sec à 
95°C suivie d’un palier de 30 sec à 60°C pour permettre la renaturation de tous les amplicons. 
Les courbes de dénaturation des produits PCR sont alors obtenues en augmentant la 
température de 60°C jusqu’à 90°C en effectuant une incrémentation de la température de 
0,3°C pendant 100 paliers de 10 secondes chacun. 
2.6 Dosage biochimique. 
2.6.1 Dosage de l’activité β-galactosidase. 
Au cours de la culture, un volume correspondant à 14,8 UDO soit environ 5 x 108 
cellules est prélevé et centrifugé à 4800rpm/4min/4°C. Le culot cellulaire est resuspendu dans 
1ml d’eau mR, transféré dans un tube de 2 ml avec un joint d’étanchéité prévu pour le 
beadbeater et centrifugé 15000rpm/15s/TA. Le surnageant est retiré à la trompe à vide et 
l’échantillon est directement stocké à - 20°C. Le tube est sorti du congélateur et laissé à 
dégeler dans la glace ou l’on prendra soin de toujours laisser l’échantillon entre les 
manipulations. On y ajoute 500 mg de billes de verre (Glass beads 425-600μm de Sigma) soit 
un volume d’environ 500 μl dans un tube eppendorf. Sous la hôte, le tampon LACZ et le beta- 
mercapto-2-éthanol sont mélangés dans un ration 20 ml/ 71 μl afin d’obtenir suffisamment de 
solution pour ajouter aux nombres de tests à effectuer. L’échantillon est alors broyé au 
Fastrprep en 3 fois 20sec à vitesse maximale puis centrifugée à basse vitesse 
2500rpm/10/min/4°C. L’extrait est alors prêt pour le dosage. Un volume de surnageant allant 
de 20μl à 100μl selon l’activité attendue est déposé dans un tube à hémolyse. Ce dernier est 
placé dans un bain préchauffé à 37°C et 400μl d’une solution d’ONPG à 4mg/ml préchauffée 
à 37°C sont ajoutés au temps t0 . La réaction se produit jusqu'à l’obtention d’une coloration 
jaune paille et est stoppée par l’addition de 1ml de Na2CO3 1M à 4°C. Le mélange est 
homogénéisé au vortex et stocké à 4°C. Le blanc est réalisé en remplaçant l’extrait par de 
l’eau mQ. 
200μl de la coloration sont alors déposés sur une plaque élisa sans oublier le blanc) et 
la plaque est immédiatement lue à 420nm sur le lecteur de Dynatech MR7000. La gamme de 
fiabilité se situe entre 0,01 et 0,3. L’activité β-galactosidase (nmol/ml/min) correspond à la 
formule suivante :  
220,2x DO405nmx1000/ volume d’extrait (μl)/temps(min).  
 81
  Matériels et Méthodes 
L’activité spécifique (nmol/min/mg de protéine) correspond au rapport de l’activité β-
galactosidase (nmol/ml/min) par la concentration en protéine (mg/ml). 
 
Tampon lacZ : 0,06M Na2 HPO4 , 7H2 O 
  0,04M NaHPO4 , H2 O 
  0,01M KCl 
  0,001M MgSO4 , 7 H2 O  
2.6.2 Dosage des protéines. 
Le dosage des protéines est effectué par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Elle 
nécessite de diluer l’extrait. Classiquement, 100μl d’extrait sont dilués dans 900μl d’eau mQ. 
Bien que fastidieux dans la mise en œuvre, cette manière de procéder donne d’excellents 
résultats en précision et reproductibilité. 200μl de la dilution au centième sont déposés sur une 
plaque élisa (200μl d’eau pour le blanc) et on rajoute avec soin au pipetman 50μl de solution 
de Bradford commerciale (Bio-Rad protein assay). Après apposition d’un autocollant pour le 
mélanger par inversion, on met le plaque a l’abri de lumière pour 30min, ensuite, le plaque 
sera lue à DO550nm . La gamme de linéarité se situe entre 0,05 et 0,3 unités de OD à 550 nm.  
2.7 Détection spécifique des protéines: technique de " Western Blotting ". 
2.7.1 Expression et purification de la protéine de fusion GST-Tys1. 
Le système utilisant la Glutathion S-transférase (GST) permet l’expression et la 
purification de protéines recombinantes produites dans Escherichia coli. Le système est basé 
sur l’expression inductible de fragments de gènes fusionnés avec la GST de Schistosoma 
japonicum, conduisant à la production de protéines de fusion contenant la GST en N-terminal 
et une protéine d’intérêt en C-terminal qui s’accumulent en grande quantité. Un extrait 
cellulaire cellules a été préparé à partir d’une culture de la souche d'E.coli BL21 transformée 
par les plasmides pGEX-TYS1 ou pMBP-KNR4 cultivées jusqu’a DO600= 0,6 dans 1,5 ml de 
milieu LB contenant 100 μg/ml ampicilline. Ensuite, l’expression de la protéine de fusion a 
été induite en ajoutant 0,1 mM d'IPTG pendant 4 heures à 37°C. Les cellules ont été récoltées 
par une centrifugation pendant 10 min à 4°C. Le culot cellulaire obtenu à partir de 1,5 ml de 
culture est lavé avec 200 μl de tampon STE froid, puis resuspendu dans 13,5 ml de tampon 
STE contenant 50 μg/ml de lysozyme et incubé dans la glace pendant 30 min. Du DTT est 
ensuite ajouté à une concentration finale de 5 mM . Les bactéries sont lysées après addition de 
Sarcosyl à la concentration finale de 1,5%. La suspension est agitée pendant 5 secondes au 
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vortex puis soniquée dans la glace pendant 10 secondes. Les débris cellulaires sont éliminés 
par une centrifugation de 5 min à vitesse maximale dans une microcentrifugeuse (Frangioni J. 
V. et Neel B. G., 1993). 
composition du tampon STE Tris 10mM pH = 8,0 
    NaCl 150mM 
    EDTA 1mM  
La résine pour la fixation de la protéine de fusion est réalisée selon les recommandations de 
fournisseur (Pharmacia Biotech). Un extrait cellulaire (100 µl) contenant la protéine de fusion 
GST-Tys1 ainsi qu’un contrôle négatif GST seul ont été mélangés avec les billes Glutathion-
Sepharose (50% v/v dans un tampon PBS). Ce mélange est alors incubé à 4°C pendant 1 h 
sous agitation. Un extrait cellulaire contenant la protéine Knr4-MBP a ensuite été ajoutée sur 
les billes associées d'une part à la fusion GST-Tys1 et d'autre part à la GST seule. Le mélange 
a été incubé une nuit à 4°C sous agitation. Après 6 - 8 lavages avec du tampon PBS, les 
complexes GST-Tys1 et Knr4-MBP ont été élués 3 fois avec 20 µl de tampon d'élution 
(HEPES 75mM, pH 7,5, NaCl 150mM et de l’EDTA 1mM). Un gel de protéines SDS-PAGE 
12 % a été réalisé en conditions dénaturantes et les protéines GST et GST-Tys1 ont été 
révélées par une coloration du gel au bleu de Coomassie. La protéine Knr4 est révélée par un 
" Western-blot" en utilisant des anticorps dirigés contre elle (voir partie détection spécifique 
des protéines). 
2.7.2 Extraction des protéines totales de levure. 
La pré-culture est lancée durant toute la nuit dans du milieu liquide YPD à 24°C pour 
atteindre le milieu de la phase exponentielle. Le lendemain, les cellules sont alors diluées dans 
le même milieu afin d'obtenir une DO595 = 0.3, puis laissées pendant trois heures sous 
agitation à 24ºC. Les cellules sont collectées par centrifugation, reprises dans du tampon 
d'extraction de manière à obtenir une concentration cellulaire équivalente à une densité 
optique comprise entre 50 et 100  
Composition du tampon d’extraction : 
Tris acétate 50mM pH 7.5 
glycérol 10%,  
EGTA 0.1 mM 
acétate de magnésium 0.2mM 
Pepstatine 1µM, PMSF 1mM 
Une tablette de protéase inhibiteur pour chaque 10ml du tampon 
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Des billes de verre (diamètre 0.2 à 0.5 mm, 0,3gr) sont ajoutées jusqu'au ménisque de 
la suspension cellulaire. Le cassage est effectué par agitation au vortex durant 6 périodes de 
20 secondes, entre lesquelles le tube est refroidit pendant 1 minute dans la glace. L'extrait 
cellulaire est récupéré à l'aide d'une seringue, 1% de SDS est ajouté, et l'ensemble est chauffé 
à 95°C pendant 5 minutes, avant d'être centrifugé à 1400g/4°C/15min. Les protéines de cet 
extrait sont dosées par la méthode de Bradford (Bradford M. M., 1976). Avant d'être déposés 
sur gel, les extraits sont repris dans du tampon de dénaturation 1 X (Tris/HCl 20mM pH 6.9, 
SDS 0.4%, glycérol 2%, bleu de bromophénol). Ils sont chauffés à nouveau 5 minutes à 95°C, 
puis centrifugés à 10000g pendant 5 minutes. Seul le surnageant est déposé sur gel. 
2.7.3 Gel d'électrophorèse en conditions dénaturantes. 
Les protéines de levure sont séparées par électrophorèse en conditions dénaturantes en 
présence de 8 % de SDS selon la technique "SDS-PAGE" décrite par Laemmli (Laemmli U. 
K., 1970). Les protéines migrent successivement à travers deux gels. Un premier gel 
d'alignement (ou de concentration), faiblement concentré en acrylamide (4%), permet de 
s'affranchir de la hauteur du puits de dépôt en concentrant les protéines à la limite du second 
gel. Le second gel dit de séparation est plus concentrée en acrylamide (8 ou 12%) et il permet 
de séparer les protéines selon leur taille.  
 
Composition du tampon tampon de dénaturation des protéines 5 X : 
Tampon Tris-Hcl (pH6,8)  0,1M 
Glycérol    10% (v/v) 
SDS     2% 
Bleu de bromophénol   0,05% 
 
Composition du gel de concentration :    /10ml 
Mélange acrylamide/bisacrylamide, 40% (37,5 :1) 4%  1ml 
Tampon Tris-Hcl, 1M (pH 6,8)   0,25M  2,5ml 
SDS (20%)      0,1%  50µl 
APS (10%)      0,05%  50µl 
TEMED      0,05%  10µl 
H2O         qsp 10ml 
 
Composition du gel de séparation :     /20ml 
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Mélange acrylamide/bisacrylamide, 40% (37,5 :1) 12%  6ml 
Tampon Tris-Hcl, 1,5 M(pH 8,8)   0,375M 2,5ml 
SDS (20%)      0,1%  0,1ml 
APS (10%)      0,05%  0,1ml 
TEMED      0,05%  10µl 
H2O         qsp 20ml 
L’APS et le TEMED (N-N-N’-N’-tétraméthylénediamine) sont ajoutés juste avant de couler 
les gels (polymérisation rapide). 
La migration a lieu pendant 30 minutes à 70V dans le gel d'alignement, puis 2 heures à 100V 
à travers le gel de séparation. 
 
Composition du tampon de migration (5X) : 
Tris base pH 8,3  15,1g 
Glycine   74g 
SDS 20%   25ml 
H2O    qsp 1 l 
 
Composition du tampon de transfert : 
Tris base pH 8,3  3g 
Glycine   14,4 g 
Méthanol   200 ml 
H2O    qsp 1 l 
Les marqueurs de taille moléculaire utilisés au cours de cette étude sont le marqueur précoloré 
d’Invitrogen (SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard) et le marqueur précoloré SDS-PAGE de 
BioLabs (P7708). 
2.7.4 Migration et Coloration. 
Après migration, le gel peut être coloré (2h) dans une solution de bleu de Coomassie (acide 
acétique (10%), méthanol (30%) et de bleu de Coomasie (0,3%). La décoloration est réalisé 
par plusieurs lavage dans une solution d’acide acétique (10%) et éthanol (30%). Pour la 
coloration avec le bleu colloïdal, le kit Colloidal blue Staining de Invitogen a été utilisé. 
Après coloration, les gels sont traités 10 minutes dans une solution d’éthanol 70% / glycérol 
3%, puis 15 minutes dans une solution de glycérol 3 % avant d’être séchés sous vide entre 
deux feuilles de cellophane (Sigma) pendant au moins 1 heure à 80°C. 
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2.7.5 Transfert sur membrane en milieu liquide. 
Le gel est rincé dans de l'eau puis positionnée entre la membrane de nylon, deux 
couches de trois papiers Whateman et deux éponges, imbibées dans le tampon de transfert. 
Le transfert est réalisé avec l’appareillage Minitrans Blot Module BIORAD, à 70V/4°C/1h. 
Après transfert, la membrane peut être colorée dans une solution de rouge Ponceau (rouge 
Ponceau, 0,1%, acide acétique 5%, v/v) pour vérifier que le transfert des protéines sur la 
membrane a été complet. 
Les membranes sont des filtres de nitrocellulose HYBOND C (Amersham). 
Composition du tampon de transfert :  Tris base 3g/l 
        glycine 14g/l 
        SDS  1g/l 
        méthanol 10% (v/v) 
2.7.6 Détection immunologique: 
Anticorps anti-Prot-A 
La présence de la protéine Prot-A de la double étiquette TAP-tag est réalisé avec des 
anticorps péroxydase –antipéroxydase complex (PAP, Sigma P-2026) dilué à 1/500, la 
révélation est réalisé grâce à la solution révélatrice suivante : 
- 2 ml d’une tablette 4C1N (4-chloro-1-naphtol, Sigma) dissoute dans 10 ml de méthanol. 
- 10 ml d’une solution saline (pour 1Litre) : 7,5 g NaCl + 2,8 ml de triéthanolamine + 17 ml 
d’HCl 0,1 M 
- 5 µl de péroxyde d’hydrogène à 30 % 
Anticorps anti-Knr4 et anticorps anti-Slt2 
Des anticorps anti-Knr4 ont été largement utilisés au cours de ce travaill pour détecter la 
présence de la protéine Knr4. Il ont été préparés à partir de la protéine MBP-Knr4 excisée du 
gel SDS et injectés dans les lapins (Eurogentec Sa, Belgium) (Dagkessamanskaia et coll.  
2001). Pour détecter la présence de Knr4 par Western blotting, la membrane de nylon est 
saturée pendant deux heures dans une solution de saturation. Elle est ensuite incubée avec 
l'anticorps primaire, anti KNR4-MBP dilué au 1:5000 pour une durée d’incubation de 4 
heures. Ensuite, elle est lavée plusieurs fois avec du tampon de lavage. Elle est incubée avec 
l'anticorps secondaire, IgG anti-lapin couplé à la phosphatase alcaline, dilué au 1/2000) 
pendant une heure. Elle est à nouveau lavé plusieurs fois avec du tampon de lavage. Toutes 
ces étapes ont lieu sous agitation à température ambiante. Enfin, le signal présent sur la 
membrane est révélé en présence d’un substrat chromogénique de la phosphatase alcaline 
(BCIP/NBT pour 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphate et NitroBlue Tetrazolium) 
Composition du tampon de lavage (TBS) :   Tris-HCl 20mM 
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        NaCl  150g/l 
Composition de la solution de saturation :   TBS + Lait écrémé 
 
La détection de Slt2p est réalisée en utilisant des anticorps anti Slt2p polyclonaux (donné par 
l’équipe de Dr Maria Molina, Faculté de Pharmacie, Université de Complutense, Madrid).  
2.8 Méthodes de séparation des protéines. 
2.8.1 Gel filtration (ou chromatographie d’exclusion ou tamisage 
moléculaire). 
La gel-filtration est une technique chromatographique qui permet de séparer des 
molécules, en fonction de leur taille moléculaire apparente. On utilise des granules de gel 
poreux, le diamètre des pores étant une caractéristique de chaque type de gel. Un mélange de 
solutés de masse moléculaire variable traverse une épaisseur donnée de gel : les grosses 
molécules, celles dont le diamètre est supérieur à celui des pores, sont exclues et sont éluées 
les premières, les petites et moyennes molécules sont éluées plus tardivement, car leur 
migration est freinée en diffusant dans le gel. La séparation est donc réalisée par le fait que les 
solutés sont élués dans l’ordre inverse entre le volume d’élution et le logarithme de la masse 
moléculaire.  
Pour estimer la masse moléculaire apparente de la protéine native Knr4, 3 ml d’une 
extrait brut (32mg de protéines totales) ont été préparés à partir de la souche AR27. L’extrait 
cellulaire à été préparé dans le tampon K-HEPES (20mM K-HEPES pH 7.2, 250 mM KCl, 
1.5 mM MgCl2, 1mM DTT et 1 mM phenylmethylfluoride). La séparation par exclusion des 
protéines a été réalisée dans une colonne Sephacril S-300 (HR, 60 cm x 2 cm) (Amersham 
Pharmacia). Cette colonne a été équilibrée par 5 volumes du même tampon. Des fractions de 3 
ml ont été collectées, et l’activité protéique a été détectée par mesure de l’absorbance à 280 
nm. Pour chaque fraction, un aliquot de 300µl a été prélevé et  précipité par TCA/DOC. Après 
précipitation, le culot a été dilué dans 30µl de tampon SDS-PAGE Laemmli 1X (Sambrook J. 
et Gething M. J., 1989) et déposé sur le gel d’électrophorèse SDS-polyacrylamide à 8% s, 
aprés électrotransfert sur membrane de nitrocellulose Hybond N (Amersham), un Western-
blot a ensuite été réalisé en utilisant des anticorps anti-Knr4. Un courbe d’étalonnage de 
l’exclusion par le colonne a été réalisée dans les mêmes conditions en utilisant un mélange 
des standards protéiques de 2.5 mg.ml-1 (Thyroglobuline 750 kDA, catalase 211 kDa, 
Aldolase 158kDa, bovine albumine 68 kDa, ovalbumine 42kDa).  
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2.8.2 Gradient de saccharose. 
La préparation de l’extrait cellulaire et les étapes de gradient de saccharose ont été 
effectuées suivant le protocole de (Sheu Y. J. et coll., 1998). Deux litres de culture de levures 
ayant atteint une DO600 = 3 sont centrifugés à 4800 rpm pendant 5 min et lavés une fois à 
l’eau distillée. Le culot de levure est resuspendu dans un tampon Kpi (20mM Na2HPO4 
pH7.2, 20mM NaCl, 1mM DTT, 1mM PMSF et 1 tablette de cocktail d’inhibiteur de protéase 
pour 10 ml de tampon). Les cellules sont cassées à 4°C en vortexant vigoureusement avec des 
billes de verre 4 fois/30 sec. Le culot est récupéré grâce après une première centrifugation à 
4000 rpm pendant 5 minutes. Le culot est ensuite transféré dans un autre tube pour une 
deuxième centrifugation à 15000 rpm pendant 45 minutes. Le surnageant a été transférée dans 
un nouveau tube pour réaliser une centrifugation à 100,000 g pendant 1 heure à 4°C. 200µl 
(environ 4 mg de protéines totales) de l’extrait cellulaire ont été prélevés pour réaliser une 
séparation des protéines sur gradient de saccharose. 
Le gradient de saccharose a été effectué selon la méthode décrite par (Sheu Y. J. et 
coll., 1998). 4 ml de gradients linéaires de saccharose (5% à 20%) sont réalisés avec le même 
tampon utilisé pour la préparation de l’extrait cellulaire. 200µl de l’extrait obtenu ont été 
déposés sur le haut du gradient de saccharose et le tout est centrifugé pendant 20 heures à 4°C 
à 40,000g. 200µl d’un mélange des marqueurs de taille (5mg/ml de thyroglobuline (19.4S), 
5mg/ml de catalase (11.3S), 5mg/ml d’aldolase (7.4S) et sérum albumine (4.4S)) sont utilisés 
comme marqueurs de sédimentation. 20 fractions de 175µl sont collectées à partir du haut du 
tube. Ces fractions sont précipitées par TCA/déoxycholate et elles sont analysées par un 
Western-blot en utilisant des anticorps  anti-Knr4.  
2.9 Méthodes utilisées pour identifiés les interactions protéiques. 
2.9.1 Système de double hybride. 
2.9.1.1 Principe. 
Depuis son introduction, la méthode du double hybride est devenue un outil idéal dans 
les études des interactions protéine-protéine (Fields S. et Song O., 1989). Cette technique est 
maintenant bien établie, et ses défauts, en particulier en termes de faux positifs interactions 
sont mieux appréhendés. Le double hybride est une méthode génétique utilisant un caractère 
spécifique du facteur de transcription de la levure codé par GAL4. En général, un facteur de 
transcription est composé d’un domaine de liaison à l’ADN (BD) et d’un domaine 
d’activation (AD) qui active la transcription. La subtilité de cette méthode repose sur 
l’utilisation de ces deux domaines séparément. Une protéine X est fusionnée avec le domaine 
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de liaison a l’ADN (BD), et une autre protéine Y est fusionnée avec le domaine d’activation 
(AD). Ces deux protéines sont co-exprimées dans le noyau de la cellule de levure qui contient 
des gènes rapporteurs.  
Gène rapporteur Site de fixation de Gal4
ADY
DBD
X
Noyau
Interaction
Croissance cellulaire sur un milieu selective 
AD Y
Site de fixation de Gal4
DBD
X
Noyau
Pas d’interaction
Pas de transcription de 
gènes rapporteur
Pas de Croissance cellulaire sur un milieu selective 
Figure 13 : La principe de la méthode de double hybride. 
En cas d’interaction entre ces deux protéines, les deux domaines sont reconstitués, ce qui a 
pour conséquence d’activer l’expression des gènes rapporteurs. Sur les trois gènes rapporteurs 
utilisés, deux sont des marqueurs d’auxotrophie: Ade2 et His3, qui vont donc, s’ils sont 
exprimés, permettre la croissance sur milieu sans adénine ou histidine. Le troisième gène 
rapporteur LacZ, qui permet de quantifier la force de l’interaction. 
L’approche double-hybride présente plusieurs avantages : 
1- Elle est indépendante du niveau d’expression naturel des protéines 
2- C’est une approche in vivo 
Elle permet de détecter facilement des interactions protéiques entre des protéines peu 
abondantes dans la cellule ou de détecter des interactions transitoires. 
2.9.1.2 Criblage de double-hybride. 
La souche de levure de double-hybride pJ69-4A (James P. et coll., 1996) a été 
transformé par le plasmide pOBD-KNR4 qui exprime la protéine Knr4 fusionnée au domaine 
de fixation à l’ADN de la proteine Gal4p (voir section 2.1.2). Les cellules transformées ont 
été mises en croissance sur un milieu minimum Trp- toute une nuit à 30°C. Après une mesure 
de la DO à 600 nm, la culture est diluée dans du milieu YPD frais à une DO600 = 0,25 afin de 
relancer la croissance des cellules. Après une croissance à 30°C jusqu'à DO600 = 0,6 (environ 
4-6 heures), les cellules sont collectées par centrifugation. Les cellules sont ensuite 
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transformées avec une banque d’ADNg construite par fusion du domaine d’activation de 
transcription du gène GAL4 avec des fragments génomiques de levure S.cerevisiae dans les 
trois cadres de lecture (pour représenter le maximum de gènes). Les cellules transformées sont 
mises en croissance sur milieu minimum Trp- et Leu-. Après trois jours de croissance à 30°C , 
les boites sont répliquées sur milieu Ade-. Tous les clones issus de ce milieu ont été 
sélectionnés pour une vérification phénotypique sur un milieu Ade+ et His+ en présence de 2 
mM de 3-aminotriazole. Ces clones ont été également pour l’activité β-galactosidase. Les 
plasmides issus de ces clones positifs ont été isolés et retransformés dans la souche pJ67-4A 
pour confirmer l’interaction avec GAL4BD-KNR4 après une croissance sur milieu ade- et sur 
un milieu his-. Les plasmides qui confèrent une croissance soutenue aux cellules transformées 
sur les milieux sélectifs ont été envoyés pour séquençage partiel (Genome Express, France). 
Des séquences complètes ont été récupérées en utilisant les banques des données YPD et 
SGD. 
2.9.2 Tandem Affinity purification  
2.9.2.1 Introduction. 
 Ces dernières années, la spectrométrie de masse est devenue un outil indispensable 
pour l’identification des protéines avec une sensibilité très importante (Wilm M. et coll., 
1996). Cette avancée a été exploitée pour analyser des mélanges de complexes protéiques 
(Shevchenko A. et coll., 1996). De plus, il est devenu clair qu’une fraction des protéines 
totales cellulaires, pourraient être détectées grâce à cette stratégie (Gygi S. P. et Aebersold R., 
2000). Etant donné sa sensibilité élevée, la spectrométrie de masse est bien adaptée pour 
l’identification des sous-unités des complexes protéiques et les partenaires protéiques 
interagissant entre eux. (Lamond A.I et Mann M., 1997). 
 Une stratégie de purification des protéines a été développée et elle est particulièrement 
bien adaptée pour la purification des complexes protéiques et d’identification des partenaires 
protéiques ( interaction protéine-protéine). Cette stratégie a été appelé TAP (tandem affinity 
purification, Rigault et al, 1999). Cette méthode repose sur la fusion d’une cassette de TAP-
tag comprenant deux domaines d’affinité ProtA et CBP (calmoduline binding protéine) 
séparés par un site de clivage par la protéase TEV avec la protéine d’intérêt. La protéine 
d’intérêt est produite à un niveau proche de son niveau naturel dans la levure. On obtient ainsi 
après deux étapes de purification sur colonne des complexes protéiques contenant la protéine 
d’intérêt avec les partenaires protéiques associés. Le matériel purifié sera ensuite fractionné 
sur un gel et les protéines co-purifiées sont identifiées par spectrométrie de masse (Figure 14). 
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2.9.2.2 Protocole. 
2.9.2.2.1 Construction des cellules qui exprime la protéine TAP-tag. 
 Une souche de levure a été construite par intégration dans le génome d’une cassette 
comprenant le gène KNR4 fusionné avec l’extrémité 3’du TAP-tag comprenant la double 
étiquette issue du plasmide pBS1539(Puig O. et coll., 2001). Dans ce but, un fragment de 
400pb de la région non codante de KNR4 a été amplifiée en utilisant deux oligonucléotides 
pR(1) et Pr(2). Le fragment amplifié a été cloné dans pBS1539 en aval du gène URA3 de 
K.lactis. Un fragment de 4 kb contenant la région codant TAP-tag, gène URA3 et la région 
non codante de KNR4 a ensuite été amplifié en utilisant l’oligonucléotide Pr(1) et un autre 
oligonucléotide Pr(3), qui s’hybride sur l’extrémité 5’ du TAP-tag. Cet oligonucléotide 
contient une queue flottante homologue à la partie 3’ du gène KNR4, qui permet une 
recombinaison directe sur le locus KNR4 dans le génome. Cette intégration de la cassette 
KNR4-TAP a été vérifiée par southern-blot et la présence de la protéine de fusion Knr4-TAP 
a été vérifiée en utilisant des anticorps anti-protA. 
2.9.2.2.2 Culture et préparation de l’extrait, 
 
I- Récolte des Cellules: 
Une culture de 2 litres à 20 litres dans un fermenteur a été réalisée dans le milieu YPD 
jusqu'à DO600 = 3. La culture est ensuite centrifugée à 4500rpm/20min/4°C. Le culot est lavé 
2 fois avec de l’eau froide. Il est soit congelé dans l’azote liquide, pour être conservé à -80°C, 
soit resuspendu dans le tampon A pour la préparation de l’extrait. Le volume des cellules 
récoltées (VCR) est mesuré avant d’être congelé dans l’azote liquide. 
 
II- Préparation de l’extrait : 
 Pour un volume des cellules, un volume de tampon A est ajouté. A partir de cette 
étape, toutes les étapes suivantes sont réalisées à 4°C. Les cellules sont cassées par le 
dismembrator 3 fois 20Sec. L’extrait sera transféré dans un tube Falcon et 2M de KCl est 
ajouté à une concentration de 0,2M KCl final. (L’efficacité du cassage est mesuré sous 
microscope ). (Un volume de 0,5 ml de l’extrait est gardé pour mesurer la quantité de 
protéines présente dans l’extrait). On centrifuge l’extrait dans un tube (Ti50) déjà refroidi à 
20,5Krpm/30min/4°C et le surnageant est transféré dans un nouveau tube. L’extrait est 
centrifugé de nouveau à 35000 rpm/1h30/4°C. Après cette étape de centrifugation, trois 
phases sont visibles dans le tube : une phase lipidique qui flotte au dessus, un culot de débris 
cellulaires au fond et une phase intermédiaire qui contient l’extrait protéique et qui sera 
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récupérée (la quantité des protéines est mesurée). Cette dernière est récupérée et dialysée avec 
le tampon D 3 à 5 h à 4°C. Après la dialyse, l’extrait est conservé avec 15 % de glycérol à –
80°C. 
Tampon A      100ml 
K-HEPES 1M   10mM   1ml 
KCl 2M   10mM   0,5ml 
MgCl2 1M   1,5mM  150µl 
DTT 1M   0,5mM  50µl 
PMSF 0,1M   0,5mM  500µl 
Protéase inhibiteur     1 Tab/10ml 
H2O       qsp 100ml 
Remarque : 
D’autres protocoles préconisent une suppression de l’étape de dialyse, nous avons réalisé des 
expériences en suppriment cette étape de dialyse (Puig O. et coll., 2001).  
2.9.2.2.3 Purification sur colonne d’affinité 
 
I- Préparation des billes 
200μl d’une suspension de billes IgG sépharose (PHARMACIA 17-0969-01) est prise 
pour la première étape de purification et les billes sont lavés avec 5ml du tampon IPP150. 
200μl d’une suspension de billes calmoduline (STRATAGENE # 214303) est prise pour la 
deuxième étape de purification. Les billes sont lavées avec 5ml du tampon IPP150 CBB. Des 
petites colonnes ( Econocolumn, Bio-Rad) sont utilisées pour le lavage des billes et les étapes 
de purification. 
 
IPP150      100ml 
Tris-Cl pH 8,0 2M  10mM   0,5ml 
NaCl 5M   150mM  3ml 
NP40 10%   0,1%   1,0ml 
H2O       qsp 100ml 
 
IPP150 CBB      100ml 
β-mercaptoethanol   10mM   69,7µl 
Tris-Cl pH 8,0 2M  10mM   0,5ml 
NaCl 5M   150mM  3ml 
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Mg-acetate 1M  1mM   100µl 
Imidazole 1M   1mM   100µl 
CaCl2 1M   2mM   200µl 
NP40 10%   0,1%   1,0ml 
H2O       qsp 100ml 
 
II- Fixation protéine A sur les billes IgG, 
10 ml de l’extrait est transféré dans l’econocolonne contenant les billes IgG lavées sue 
laquelle on ajoute : 50μl de Tris-Cl pH 8,0 a 2M (concentration final 10mM), 200μl de NaCl 
5M (concentration finale de 150mM) et 100μl de NP40 10% (finale 0,1%). Ensuite, la 
colonne est fermée et on la laisse tournée sur la roue pour 2 heures à 4°C 
 
 
III- Clivage TEV protéase 
Le bouchon du haut est enlevé en première et celui du bas en second, le non retenu est 
récupéré par gravité, la colonne est lavé avec 30ml d’IPP150 puis avec 10ml de tampon de 
clivage TEV.Ensuite, la colonne sera fermée d’en bas et on le remplis avec 1ml de tampon de 
clivage et 100 unités d’enzyme TEV ( Gibco). La colonne est fermée en haut et on la fait 
tourner sur la roue à 16°C. Deux heures plus tard, les bouchons du haut et du bas sont enlevés 
et l’éluat est récupéré par gravité. 200μl de tampon de clivage TEV est repassé pour récupérer 
le maximum des billes sur le côté de la colonne et le volume mort. 
Tampon de clivage       100ml 
Tris-Cl pH 8,0 2M  10mM   0,5ml 
NaCl 5M   150mM  3ml 
NP40 10%   0,1%   1,0ml 
EDTA 0,5M   0,5mM  100µl 
DTT 1M   1mM   
H2O       qsp 100ml 
 
X- Fixation CBP et élution sur les billes Calmodulin 
Trois volumes de tampon de fixation à la calmoduline et 3μl de CaCl2 1M est ajouté à l’éluat 
de 1ml pour bloquer l’EDTA du tampon de clivage TEV. Le mélange est transféré dans une 
autre colonne contenant les billes calmoduline déjà lavées, on fait tourner pour 1 heure à 4°c. 
Le non retenu est récupéré par gravité. On lave avec 30 ml de tampon IPP150 CBB. Enfin, 
cinq fractions de l’éluat sont récupérées en ajoutant 200μl d’IPP150 CEB. 
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IPP150 CEB      100ml 
β-mercaptoethanol   10mM   69,7µl 
Tris-Cl pH 8,0 2M  10mM   0,5ml 
NaCl 5M   150mM  3ml 
Mg-acetate 1M  1mM   100µl 
Imidazole 1M   1mM   100µl 
EGTA 0,5M   2mM   400µl 
NP40 10%   0,1%   1,0ml 
H2O       qsp 100ml 
 
Précipitation des échantillons élués au TCA DOC 
- Pour un volume de protéine solution, ajouter deoxycholate de sodium (stock à 2%) au 
1/100éme. 
- Vortex et incuber dans la glace 30 min. 
- Ajouter du TCA (stock à 100%) à 1/10éme vol. 
- Vortex et incuber dans la glace sur la nuit. 
- Centrifuger 15 min à 15000 rpm, enlever la surnageant et garder le culot. 
- Laver 2 fois avec un volume de l’acétone froide (acétone a –20°C).  
- Sécher le culot sur le paillasse ou speed vac. 
- Pour l’analyse sur la gel de protéine SDS-PAGE, ajouter un volume minimum de 
tampon de charge 1X. chauffer les échantillons 10min à 96°C. Afin de séparer toutes 
les protéines, un gel SDS-PAGE 12% dans des conditions dénaturantes est réalisé. Le 
gel de protéines est conservé dans 1% acide acétique à 4°C pour les analyses par 
spectrométrie de masse. L’analyse par spectrométrie de masse a été réalisée à la 
platforme protéomique de Toulouse.  
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Figure 14 : schéma représentant les étapes du purification sur colonne par affinité (TAP-tag) 
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3 OBJECTIF DE LA THESE. 
Des études précédentes menées dans l’équipe de physiologie moléculaire des eucaryotes 
inférieurs du Pr J. François par  Hélène Martin-Yken et coll (Martin H. et coll., 1999; Martin-
Yken H. et coll., 2001) (Martin-Yken H. et coll., 2002a) ont montré que la surproduction et la 
délétion de KNR4 entraînent de fortes variations de la teneur en β−(1,3) glucanes et en chitine 
dans la paroi, ce qui indique clairement que le gène KNR4 est impliqué dans le contrôle de la 
synthèse de la paroi chez S. cerevisiae. Le mécanisme par lequel la protéine intervient dans 
cette synthèse est à ce jour encore inconnu. Le but de cette étude est d’étudier la fonction de la 
protéine Knr4 et de mieux comprendre son rôle dans l’assemblage de la paroi.  
La première partie de cette étude est consacrée à une analyse moléculaire préliminaire 
de Knr4. Cette partie s’attachera à étudier la stabilité de cette protéine dans des conditions de 
croissance et à estimer la masse moléculaire de Knr4 afin notamment d’apporter des 
indications que cette protéine peut faire partie d’un complexe protéique. 
La deuxième partie de cette thèse, objet central de cette étude, est consacrée à 
l’identification des partenaires fonctionnels potentiels de Knr4. Pour atteindre cet objectif, 
trois méthodes de criblage complémentaires ont été mises en place. La première approche a 
été la technique génétique du double-hybride. La deuxième, a eu pour but d’identifier des 
mutations "synthétiques" létales avec la délétion de KNR4. Enfin, la troisième approche est 
celle de la recherche de complexes physiques qui peut être abordée par la méthode appelée 
"TAPtag" (Tandem Affinity Purification). 
Dans la troisième partie nous avons tenté d’obtenir des indications supplémentaires sur 
la fonction de cette protéine en explorant les relations entre la fonction de Knr4 et sa structure 
moléculaire. Dans ce but, nous avons réalisé des délétions progressives de KNR4 afin 
d’attribuer une fonction à ces domaines et de rechercher des régions spécifiques d’interaction 
avec les partenaires protéiques identifiés. Cette étude pourrait permettre de mieux comprendre 
la structure de la protéine Knr4, car à ce jour la structure tridimensionnelle de la protéine 
Knr4 est inconnue. De plus, il est impossible de la prévoir d’après sa séquence car elle 
n’appartient à aucune famille de protéines de structure connue. Enfin, la dernière partie de 
mon travail a été de vérifier le rôle physiologique des deux résidus de sérine identifiés sur la 
protéine Knr4 comme phosphorylés "in-vivo" par une technique globale de protéomique 
(Ficarro S. B. et coll., 2002). 
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4 RESULTATS ET DISCUSSION. 
4.1 Analyse moléculaire de la protéine Knr4. 
4.1.1 Relation protéine/transcrit de KNR4 au cours de la croissance. 
Le gène KNR4 code pour une protéine soluble, présentant 5 domaines et de nombreux 
sites potentiels de phosphorylation par différentes kinases. Nous nous sommes donc intéressés 
à étudier la stabilité de Knr4 au cours de la croissance sur un milieu YPD. La souche AR27 a 
été utilisée lors de cette étude. Les cellules sont mises en croissance à 30°C toute une nuit. 
Après une mesure de la DO, la culture a été diluée dans 2 litres de milieu YPD pour obtenir 
une DO600 = 0.1 afin de relancer la croissance des cellules. Au cours de la culture, des 
échantillons ont été prélevés en phase exponentielle et stationnaire de croissance, puis 
centrifugés à 4800rpm/4min/4°C et extraits comme décrits dans le Matériel & Méthodes.  
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Figure 15: Abondance de la protéine Knr4 au cours de la croissance (souche AR27). A- cinétique 
de croissance de la souche AR27 et cinétique de la dégradation de Knr4. B- western-blot réalisé 
sur des échantillons prélevés au cours de la croissance en utilisant des anticorps anti-Knr4, 
dilution 1/5000. (IP/µg est la quantité de protéines quantifiés par rapport à l’intensité des bandes 
mesurées). 
Un Western-blot a été réalisé et les signaux de la protéine Knr4 ont été détectés en utilisant 
des anticorps anti Knr4 (dilution 1/5000). L’intensité du signal de chacune des bandes 
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protéiques a été quantifiées avec le logiciel ImageQuant version 5.2 a donc été rapportée à la 
quantité de protéines totales déposée 
Nous observons à figure 15 que Knr4 est faiblement abondante au début de la croissance sur 
le milieu YPD, mais qu’elle atteint un maximum au milieu de la phase exponentielle de 
croissance (DO600 de 2 à 4), pour ensuite diminuer de façon importante en début de phase 
stationnaire de croissance. Il est à noter que la protéine Knr4 migre dans ce gel dénaturant à 
une taille bien supérieure à celle estimée par la séquence en acides aminés (environ 80 kDa au 
lieu de 57 kDa). Nous reviendrons plus loin sur ce problème. 
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Figure 16 : Abondance de la protéine Knr4 au cours de la croissance (AR27). A- Intensité 
relative de la protéine Knr4 exprimée par µg de protéine totale au cours de la croissance sur un 
milieu YPD. B- Abondance de Knr4 estimée par un Western-blot réalisé sur des échantillons 
prélevés au cours de la croissance en utilisant des anticorps anti-Knr4 (1/10000). La quantité de 
protéines a été dosée afin de déposer une quantité équivalente sur le gel et l’intensité des bandes 
détectées sur le gel a été quantifiée en utilisant le logiciel ImageQuant Version 5.2. (IP/µg est la 
quantité de protéines quantifiées par rapport à l’intensité des bandes mesurées). 
Nous avons répété cette expérience en utilisant un tampon d’extraction différent du 
premier tampon utilisé (100 mM NaCl,1 mM EGTA, 0.1% TritonX-100, 0.1% beta-
mercaptoethanol (BME), 0.5 mM PMSF, 50mM TRIS pH 7.5). Les échantillons ont été 
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prélevés en phases exponentielle et stationnaire de croissance. Comme dans la première 
expérience réalisée, nous constatons que la quantité de Knr4 est très faible au début de la 
croissance sur le milieu YPD. Ensuite, cette expression est maximale à  DO600 = 2 (phase 
exponentielle) et Knr4 diminue et devient presque indetéctable à une DO600 de 10 (phase 
stationnaire ; Figure 16)  
Une troisième expérience a été réalisée en utilisant la souche BY4741 transformée par 
le plasmide multicopie pHM37 portant le gène KNR4, afin de mieux observer la stabilité de 
Knr4 au cours de la croissance. Une culture a été réalisée dans le milieu YNB sans uracile, 
des échantillons ont été prélevés au cours de la croissance et en parallèle un dosage des 
protéines a été effectué. 
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Figure 17: Dégradation de la protéine Knr4 au cours de la croissance dans la souche BY4741 
transformée par le plamside multicopie pHM37. A- cinétique de croissance de la souche 
BY4741-pHM37. B- Western-blot réalisé sur des échantillons prélevés de la souche BY4741-
pHM37, en utilisant les anticorps anti-Knr4.(1/5000). 
Un Western-blot a été réalisé en utilisant les anticorps anti-Knr4, les souches knr4Δ::Kan2 
(Euroscarf) et knr4Δ ::leu2 ont été utilisé comme contrôle négatif. Cette expérience révèle la 
présence d’une bande majoritaire qui migre à une taille proche de 80 kDa et des bandes 
mineures qui migrent aux alentours de 75 et 55 kDa. Ces bandes sont plus abondantes dans la 
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cellule pendant la phase exponentielle que pendant la phase stationnaire de croissance sur 
glucose. Par contre, aucune de ces bandes n’a été détectée dans les deux souches portant une 
délétion knr4 (ces deux souches ont deux fonds génétiques différents), ce qui montre les 
‘bandes supplémentaires’ proviennent de Knr4. Bien que non montré, nous avons vérifié que 
la quantité de KnR4 est plus faible à DO 5.0 que D0 0.45.  
En conclusion, la protéine Knr4 montre une grande instabilité, du moins dans les cellules qui 
entrent en phase stationnaire. Nos résultats sont en accord avec des études précédentes qui ont 
indiqué (mais non montré) que cette Knr4 semblait absente en phase stationnaire (Hong Z. et 
coll., 1994a). 
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4.1.2 Quantification du niveau de l’expression de KNR4 par une analyse 
utilisant l’approche de RT-PCR quantitative en temps réel (RT-Q-
PCR. 
Pour tester l’expression de KNR4 au cours de la croissance et relier celle-ci à la 
quantité de protéine mesurée ci-dessus, nous avons effectué une RT-PCR quantitative en 
temps réel sur des échantillons prélévés aussi au cours de la croissance (exponentielle, 
diauxique et stationnaire). Nous avons utilisé le gène GSY2 comme contrôle ‘positif’ 
d’induction et 4 gènes "de ménage": ACT1, PDA1, RPN2 et UBC6 ont été utilisé comme 
contrôle d’expression ‘constitutive’ au cours de la croissance (voir matériel et méthodes). 
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Figure 18 : Quantification des ARNm de KNR4 et GSY2 par RT-PCR quantitative en temps réel 
A- Croissance de la souche AR27 sur milieu YPD. Des échantillons ont été prélevés à DO600 = 
1,2,  DO600 = 4,5 et  DO600 = 8,0 pour les analyser par RT-Q-PCR. B- Le niveau de l’expression 
des gènes KNR4 et GSY2 (contrôle) a été quantifié par RT-Q-PCR par rapport aux niveaux des 
ARNm de quatre gènes de référence. Les résultats sont analysés par le logiciel geNorm.  
Alors que le gène contrôle GSY2 montre une induction importante en phase diauxique (DO600 
= 4,5) en accord avec des résultats déjà obtenus (Enjalbert B. et coll., 2004), nous constatons 
que l’expression du gène KNR4 reste relativement ‘constante’ au cours de la croissance. Par 
conséquent, nous pouvons conclure que la diminution de la quantité de protéine Knr4 en 
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phase stationnaire est essentiellement le résultat d’une dégradation de la protéine. Pour 
raisons de temps, nous n’avons pas été plus loin dans nos investigations sur le rôle potentiel 
des régions PEST ou du système Ubiquitine-Protéasome qui pourrait rendre compte de cette 
instabilite.  
4.1.3 Estimation de la masse moléculaire de la protéine Knr4 par 
l’approche de Chromatographie par filtration sur gel. 
En utilisant la chromatographie de filtration nous souhaitions estimer la masse 
moléculaire de la protéine Knr4 et également déterminer si cette protéine est presente sous 
forme ‘monomérique’ ou multimérique. Pour cela, nous avons utilisé une colonne Sephacryl 
S-300 qui permet la séparation par exclusion des protéines dans une gamme comprise entre 50 
et 300.000 Da. Nous avons déposé 3 ml d’un extrait brut (32mg de protéines totales) sur cette 
colonne (HR 60 cm x 2cm) équilibrée dans le tampon K-HEPES (20mM K-HEPES pH 7.2, 
250 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 1mM DTT et 1 mM phénylméthylfluoride). Une courbe 
d’étalonnage de l’exclusion par la colonne a été réalisée dans les mêmes conditions en 
utilisant un mélange des standards protéiques de 2.5 mg.ml-1 (Thyroglobuline 750 kDA, 
catalase 211 kDa, Aldolase 158kDa, albumine bovine 68 kDa, ovalbumine 42kDa). Des 
fractions de 3 ml ont été collectées, et la présence des protéines a été détectée par mesure de 
l’absorbance à 280 nm. Quarante fractions ont été précipitées et analysées sur un gel de 
protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE), suivi d’un électrotransfert sur membrane 
de nitrocellulose Hybond N (Amersham) pour identifier la présence de Knr4 par 
immunnoblotting. Ce Western-blot montre que la protéine Knr4 se trouve dans les fractions 
35-40, avec un maximum dans la fraction 37. Ces fractions présentent un volume d’élution Ve 
=111ml. Le volume total de cette colonne Vt =189ml et le volume "vide" qui représente 
l’espace qui se trouve à l’extérieur des granules, calculé par rapport au volume auquel le bleu 
dextrane est élué  =51ml. 
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Figure 19: Estimation de la masse moléculaire de Knr4. A- Profil de gel de filtration de Knr4. 75 
fractions ont été collectées. B- courbe d’étalonnage pour la détermination de la masse 
moléculaire de la protéine Knr4 sur chromatographie de gel de filtration. C- Western-blot 
réalisé sur les fractions de la colonne (seules les fractions qui ont donné un signal sont 
présentées). L’intensité des bandes identifiées à été mesurée par le logiciel ImageQuant V 5.2. 
A= révelation de Knr4 dans l’extrait cellulaire de départ. 
Ces valeurs nous ont permis de calculer le coefficient de partition Kav =Ve-Vo/Vt-Vo, 
Kav(Knr4)=0.43. D’après la courbe de calibration (Figure 19-B), Kav(Y)= -0.3184 
MW(X)+1.8031, la masse moléculaire de la protéine Knr4 est de 75 Kda. Cette valeur est 
encore supérieure à la masse moléculaire attendue de 57 Kda, calculée à partir de la séquence 
protéique de Knr4. Cette différence pourrait indiquer que des modifications post-
traductionnelles de cette protéine, du type glycosylation ou phosphorylation peuvent modifier 
la taille de cette protéine (voir discussion).  
4.1.4 Migration inhabituelle de la protéine Knr4 sur le gel SDS-PAGE. 
Les résultats précédents indiquent que Knr4 est une protéine d’une mobilité 
surprenante sur le gel d’éléctrophorése SDS-PAGE. En effet, le poids moléculaire prédit pour 
Knr4 d’après sa séquence protéique est de 57 kDa, alors que sa mobilité électrophorétique est 
d’environ 75 - 80 kDa (Fishel B. R. et coll., 1993; Hong Z. et coll., 1994a; Martin-Yken H. et 
coll., 2003), nos résultats). Ce résultat nous a conduit à chercher les raisons pour lesquelles il 
existe une telle différence d’estimation de la masse moléculaire de Knr4. La protéine Knr4 
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pourrait donc être exposée à des modifications post-traductionnelles (glycosylations ou 
phosphorylations). Ces modifications sont attendues car Knr4 possède deux sites potentiels de 
N-glycosylation et 9 sites potentiels de phosphorylation par différentes protéines kinases 
(Hong Z. et coll., 1994b), nos propres analyses "in silico"). Afin d’apporter plus d’explication, 
nous avons réalisé une expérience utilisant la protéine de fusion MBP-KNR4. Cette dernière a 
été exprimée dans E.coli. Un extrait cellulaire a été préparé à partir d’une culture de la souche 
d'E.coli BL21 transformée par le plasmide pMBP-KNR4, cultivée jusqu’a DO600= 0,6 dans 
100 ml de milieu LB contenant 100 μg/ml d’ampiciline. Après migration sur gel 
d’électrophorèse en conditions dénaturantes SDS-PAGE, les protéines issues du lysat 
bacterien et ayant été au préalable purifiées sur résine d’amyose (qui retient MBP) ont été 
transférées sur membrane. D’une part, on a réalisé un western-blot utilisant des anticorps anti 
Knr4 sur une piste, alors que sur l’autre, on a excisé la bande pour la soumettre à analyse par 
spectrométrie de masse. 
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Figure 20 : Analyse de la protéine de fusion MBP-Knr4 exprimée dans E.coli BL21. Après 4 
heures d’induction par 0,5mM d’IPTG, les cellules sont récoltées et lysées par la suite. Un gel de 
protéine 8% a été réalisé sur une partie du lysat cellulaire non-traité (-) par le facteur Xa, et une 
autre partie traité (+). A- Gel de protéine SDS-PAGE (12%) coloré par le bleu de coomassie. B- 
Western-blot utilisant des anticorps anti-Knr4, dilution 1/5000. Une bande correspondant à la 
MBP a été identifiée par les anticorps, car ces anticorps ont été réalisés à partir de la fusion 
Knr4-MBP. 
Nous constatons (Fig 20), que la mobilité éléctrophorétique de MBP-Knr4 est > 120 et que 
celle de Knr4 obtenu apres incubation de l’extrait protéique avec le facteur Xa qui clive au 
niveau du lien entre MBP et Knr4 est d’environ 85 kDA. Ce poids moléculaire obtenu est en 
désaccord avec le poids moléculaire théorique de cette protéine (57kDa). En revanche, 
l’analyse menée par spectrométrie de masse sur MBP-KNR4 a montré que la bande purifiée 
d’après ce gel a une taille de 101 kDa. En sachant que la taille de MBP est de 42 kDa, celle 
calculée pour Knr4 serait donc de 59 kDa, soit très proche de la masse moléculaire réelle de 
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cette protéine. La bande supplémentaire qui migre à une taille de 32 kDA correspond en 
réalité au facteur Xa 
Sachant que des protéines riches en acides aminés ‘acides’ peuvent montrer une 
mobilité éléctrophorétique anormale sur gel de protéines SDS-PAGE (Klenova E. M. et coll., 
1997), nous avons constaté que la séquence de Knr4 présente une forte proportion en acides 
aminés acides sur la partie C-terminal. Sur les 100 derniers acides aminés, Knr4 contient 27 
résidus Glu. Nous avons donc cherché à vérifier si ce domaine C-terminal très acide était la 
cause de la mobilité électrophorétique anormale de Knr4.  
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Figure 21 : La protéine mutée Knr4400aa migre avec une taille proche de 65kDa. La souche de 
bactérie BL21 transformée par le plasmide pFD6 (KNR41-1188-HIStag) a été mise en croissance. 
L’expression  de la protéine de fusion a été induite avec 1mM d’IPTG. Après la purification, un 
gel de protéine SDS-PAGE (12%) a été réalisé sur l’éluat obtenu. 
Nous avons donc effectué une délétion de 327pb dans la partie 3’ du gène KNR4. Le 
fragment de KNR41-1188 a été cloné dans un plasmide pET21 en phase avec le domaine HIStag 
pour obtenir le plasmide pFD6. La protéine de fusion a été induite chez E. coli par ajout de 
1mM d’IPTG pendant 4 heures à 37°C. Après centrifugation, les cellules sont lysées par 
sonication et l’extrait est purifié sur résine Ni2+ pour retenir la protéine HIS-Knr4ΔC. Celle-ci 
a été éluée de la résine par un tampon imidazole et déposée sur gel SDS-Page (Figure 21). 
Alors que la taille attendue de cette protéine Knr4ΔC est de 47kDa, nous pouvons observer 
que Knr4 tronquée migre à une masse apparente de 65kDa. Il semble donc que la région C-
terminale de Knr4 riche en acides aminés acides ne soit pas la seule raison expliquant la 
différence entre la masse apparente et la masse moléculaire attendue de Knr4. 
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4.1.5 Discussion. 
La protéine Knr4 présente 5 domaines PEST qui pourrait être impliqués dans la 
dégradation des protéines. Nos analyses concernant la stabilité de Knr4 au cours de la 
croissance ont permis d’apporter des preuves quantitatives indiquant que Knr4 est soumis a 
une dégradation rapide à l’entrée des cellules en phase diauxique. Par contre, l’expression de 
KNR4 n’a pas été modifiée d’une façon importante. Cette dégradation rapide de Knr4 en 
phase stationnaire serait en accord avec son rôle proposé dans la coordination entre la 
formation du bourgeon cellulaire et l’assemblage de la paroi cellulaire, puisque des cellules en 
phase stationnaire ne bourgeonnent plus. D’autre part, cette analyse a été importante pour 
connaitre les conditions optimales de production de Knr4 en vue de rechercher ses partenaires 
protéiques de Knr4 par l’approche de TAP-tag.  
Etant donné que cette mobilité aberrante est aussi observée pour la protéine exprimée 
dans les bactéries, la difference entre la masse théorique (57kDa) et la masse apparente (80 
Kda) ne peut pas être expliquée uniquement par des modifications post-traductionelles du 
type N glycosylation ou phosphorylations. En réalité, plusieurs arguments indiquent que Knr4 
présente une conformation atypique, et que cette conformation est très stable dans les 
conditions dénaturantes SDS. L’analyse réalisée par gel filtration suggère que cette protéine 
migre en associant avec un partenaire, ou alors elle ne possède pas une structure intrinsèque 
globulaire habituelle. La première possiblité semble être exclue car les conditions 
extrêmement salines utilisées ont probablement eliminé les interactions protéiques. La 
seconde proposition semble devoir être retenue. Cette hypothèse est renforcée par l’analyse 
"in silico" de Knr4 avec le logiciel "GLOBE" disponible sur le site 
(http://cubic.bioc.columbia.edu/papers/1999_globe/paper.html), qui prédit pour cette proteine 
une structure non-globulaire. De plus, le logiciel DisEMBL, (http://dis.embl.de/), qui estime 
la propension d’une protéine à présenter des structures organisées ou désorganisées, indique 
que la séquence de Knr4 du résidu 383 jusqu'à la partie C-terminale possède une structure 
secondaire désorganisée. Ces résultats ont été confirmés par une autre analyse "in silico", 
utilisant le logiciel NORSp, disponible sur le site 
(http://cubic.bioc.columbia.edu/services/1999_globe/NORSp), où une grande région NORS 
(not helix nor sheet) a été identifiée dans la région C-terminale de Knr4.  
Il est possible que cette structure atypique de Knr4 soit un avantage lui permettant de se 
lier avec un grand nombre de cibles. En effet, bien qu’il soit démontré que la structure 3D des 
protéines joue un rôle très important dans leur fonction, plusieurs études démontrent 
maintenant que des protéines ayant des structures secondaires et tertiaires désorganisées 
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acquièrent une conformation ordonnée suite à l’interaction avec des partenaires protéiques 
(Wright P. E. et Dyson H. J., 1999). C’est par exemple le cas de la liaison entre l’inhibiteur 
p21 de la cycline kinase humaine Cdk2 (Kriwacki R. W. et coll., 1996). Ce manque de 
structure intrinsèque peut d’une part permettre à une protéine de se lier à un grand nombre de 
cibles et aussi d’être impliqué dans l’interaction entre plusieurs composants de la cellule. De 
plus, il a été montré que la structure atypique des protéines en font des cibles pour une 
dégradation rapide. (Wright P. E. et Dyson H. J., 1999). Il est intéressant de remarquer que 
Knr4 possède ces mêmes caractéristiques. 
4.2 Recherche de partenaires fonctionnels de la protéine Knr4. 
Il a été montré que la protéine Knr4 contrôlait l’expression des gènes de synthèse de la 
paroi, en particulier les chitine-synthases. De plus, la délétion de KNR4 entraîne des 
phénotypes caractéristiques de mutants affectés dans la voie de la Pkc1p (défaut de croissance 
à 37°C, sensibilité accrue au blanc de Calcofluor et à la caféine).Le fait que la localisation de 
Knr4 soit non-nucléaire (cytoplasmique) (Martin H. et coll., 1999) semble indiquer que la 
protéine Knr4 exerce ses effets par une interaction avec d’autres protéines. Afin d’établir une 
carte de l’interactome de Knr4 permettant une meilleure compréhension de la fonction de 
Knr4, nous avons mené une recherche des partenaires de Knr4 en utilisant trois méthodes 
différentes de criblages. La première approche est la technique génétique du double-hybride. 
La deuxième, avait pour but d’identifier des mutations "synthétiques" létales avec la délétion 
de KNR4. La troisième approche est celle d’une méthode appelée ‘TAPtag’ (Tandem 
Affinity Purification) basée sur l’affinité des protéines à Knr4. 
4.2.1 Knr4 fait-elle partie d’un complexe protéique ? 
Des approches de criblage à grande échelle (double-hybride et létalité synthétique) ont 
permis l’identification d’un grand spectre d’interaction génétique entre KNR4 et des gènes 
impliqués dans différentes fonctions cellulaires, telles que la polarisation, l’organisation de la 
paroi cellulaire et la sporulation (Lesage G. et coll., 2004; Uetz P. et Hughes R. E., 2000). Ces 
résultats suggèrent que Knr4 peut faire partie d’un complexe multi-protéique. D’une façon 
étonnante, l’expérience de gel de filtration que nous avons réalisée (voir section 3.1.3) ne 
semble pas supporter une telle hypothèse. Cependant, cette expérience a été réalisée dans des 
conditions de forces ioniques élevées, conditions qui pourraient détruire des complexes 
protéiques d’interactions faibles formés avec Knr4. Afin d’établir si oui ou non Knr4 fait 
partie d’un complexe protéique, nous avons réalisé une nouvelle expérience, utilisant la 
méthode de vitesse de sédimentation par ultracentrifugation dans un gradient de saccharose. 
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La souche de levure AR27 a été utilisée. Un extrait cellulaire a été préparé à partir de cette 
souche, les débris cellulaires ont été ensuite enlevés. Nous avons séparé le lysat obtenu sur un 
gradient de saccharose de 5 à 20%. Après une ultracentrifugation sur la nuit à 4°C/100.000g, 
les fractions ont été collectées et précipitées par le TCA-DOC. Un Western-blot a été réalisé 
sur toutes les fractions collectées pour révéler la présence de Knr4 après transfert du gel SDS-
PAGE sur membrane (Fig. 22). 
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Figure 22: Profil du gradient de saccharose de Knr4. L’extrait cellulaire a été chargé sur un 
gradient de 5 à 20%, ensuite une centrifugation de 12h/100,000g a été réalisée. 18 fractions ont 
été collectées. Les protéines ont été analysées par Western-blot en utilisant des anticorps anti-
Knr4 (dilution 1/5000). L’intensité des bandes identifiées sur la membrane a été quantifiée en 
utilisant le logiciel ImagQuant Ver5.2 
Le logiciel ImagQuant Ver5.2 a été utilisé pour déterminer la densité des bandes 
détectées par les anticorps anti-Knr4. Comme le montre la figure 22, deux pics correspondant 
à la protéine Knr4 ont été identifiés. Le premier pic, minoritaire, se trouve dans un seuil entre 
4,4-7,4S, ce qui correspond à une masse moléculaire apparente entre 70 et 80 kDa ; et 
correspond vraisemblablement à la forme monomérique de la protéine Knr4. De plus, une 
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quantité plus abondante de Knr4 a été également identifiée dans un autre pic correspondant à 
une masse moléculaire supérieure à 200 kDa. Ce dernier résultat est donc une indication de la 
présence de la protéine dans un complexe de haut poids moléculaire, en plus de la forme libre 
(monomérique) dans la cellule.  
4.2.2 Identification des partenaires de la protéine Knr4 par l’approche de 
double-hybride.                . 
Le gène KNR4 a été utilisé comme un appât après fusion de KNR4 au domaine de 
liaison à l'ADN de GAL4. Une banque construite par fusion du domaine d’activation de la 
transcription du gène GAL4 avec des fragments génomiques de S.cerevisiae dans les trois 
cadres de lecture (pour avoir le maximum de chances que les fragments insérés soient 
traduits) a été utilisée comme proie (James P. et coll., 1996). La souche de levure de double-
hybride pJ69-4A a été utilisée. Sur ses trois gènes rapporteurs possédant dans leur promoteur 
le motif de sequence qui lie le facteur de transcription GAL4, deux sont des marqueurs 
d’auxotrophie : ADE2 et HIS3, qui vont donc, s’ils sont exprimés, permettre la croissance sur 
milieu sans adénine et histidine. Le 3ème gène rapporteur est lacZ, qui nous permet de 
quantifier la force de l’interaction (James P. et coll., 1996). La souche pJ69-4A a été 
transformée par le plasmide pOBD-KNR4 (qui exprime la protéine Knr4 fusionnée avec le 
domaine de fixation à l’ADN de la proteine Gal4). Les cellules ont été ensuite transformées 
par la banque génomique où les fragments peptidiques exprimés possèdent le domaine 
d’activation de transcription de GAL4. Les cellules transformées sont mises en croissance sur 
milieu minimum Trp- et Leu-. Le gène ADE2 étant le marqueur le plus sélectif pour cette 
souche, les boîtes ont été répliquées sur milieu ade-. Tous les clones issus de ce milieu ont été 
sélectionnés pour une vérification phénotypique sur un milieu ade- et his-. Ce crible nous a 
permis d’identifier 10 clones montrant une croissance efficace sur un milieu sans histidine ni 
adénine. 
Pour déterminer la nature des gènes présents dans chaque clone détecté, les plasmides 
ont été isolés et séquencés. Trois de ces plasmides contenaient un fragment d’ADN 
correspondant au gène TYS1, qui code la tyrosyl-tRNA synthétase. Le gène CIN5 a été 
identifié dans 4 autres plasmides, et il code une protéine de liaison à l’ADN du type bZIP 
(pour “ basic leucin zipper ”, une famille de protéines regroupant plusieurs facteurs de 
transcription). Le gène YMR262 codant une protéine de fonction inconnue a été également 
identifié trois fois. Nous avons quantifié la force de l’interaction entre Knr4 et les protéines 
identifiées en mesurant l’activité β-galactosidase  
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Croissance sur milieux Souche pJ69 transformé 
avec les plasmides : ADE- HIS-
Activité β−Galactosidase 
(nmol/mg. prtoéine, min) 
pOBD80-KNR4+pGAD - - 11 
pOBD80-KNR4+pGAD-TYS1 + + 189 
pOBD80+pGAD-TYS1 - - 12 
pOBD80-KNR4+pGAD-CIN5 + + 24 
pOBD80+pGAD-CIN5 - - 10 
pOBD80-KNR4+pGAD-YMR262 + + 10 
pOBD80+pGAD-YMR262 - - 13 
PSNF1(BD)+pGAD-SNF4 + + 42 
Tableau 9: Croissance sur milieu ade-- ou his- et activité β−Galactosidase résultante de 
l’interaction de Knr4 avec les trois protéines isolées par l’approche de double-hybride  
Nous observons que la protéine Tys1 présente une interaction très forte avec Knr4. 
Dans notre cas, cette interaction est par ailleurs 3 fois plus forte que celle obtenue dans le cas 
de l’interaction entre Snf1p-Snf4p utilisée comme contrôle positif. Par contre, l’activité β-
galactosidase mesurée dans le cas de l’interaction entre la protéine Knr4 et les deux protéines, 
Cin5p et YMR262, est proche de l’activité mesurée dans le cas du plasmide vide. Du fait que 
Tys1 montre une interaction très forte avec Knr4, nous nous sommes intéressés à étudier la 
signification physiologique de cette interaction. 
4.2.2.1 Knr4 interagit physiquement avec Tys1. 
Pour confirmer cette interaction (entre Knr4 et Tys1) observée "in vivo" par l’approche 
de double-hybride, nous avons réalisé une approche différente, permettant de détecter une 
interaction "in vitro" entre ces deux protéines. Les protéines Tys1 et Knr4 ont été exprimées 
chez E. coli sous forme de protéines de fusion (Tys1-GST et Knr4-MBP). La séquence 
codante de gène TYS1 a été cloné en phase dans le plasmide pGEX qui contient le gène GST 
sous le contrôle du promoteur Ptac. Cette construction doit résulter en la production après 
induction à l'IPTG d'une protéine d’une taille de 75 Kda.  
Vérification de l'induction de la protéine de fusion GST-Tys1 dans la souche hôte BL21. 
La souche (BL21) recommandée pour l'expression de protéines de fusion, a été utilisée pour 
produire la protéine de fusion GST-Tys1. Les cellules d’E.coli de la souche BL21 transformée 
par le plasmide pGEX-TYS ont été cultivées une nuit dans 1 ml de milieu LB-AMP. Ensuite, 
la culture a été diluée dans 1.5 ml de milieu LB-Amp frais pour une DO600 = 0,1. 
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L’expression de la protéine de fusion a été induite en ajoutant 0,1mM d'IPTG pendant 2-4 
heures à 37°C. Une forte induction a été obtenue au bout de deux heures (Figure 23).  
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Figure 23 : induction de la protéine de fusion GST-Tys1, une induction élevée a été obtenue au 
bout de 2 heures. 
Afin de fixer les protéines sur le gel de Sépharose, celles-ci doivent être sous forme 
soluble. Dans un premier temps, nous avons suivi le protocole recommandé par le manuel de 
Pharmacia Biotech, mais nous avons constaté que cette méthode n’a pas été efficace pour 
solubiliser la protéine. Nous avons alors utilisé la méthode recommandée par Frangioni et 
Neel (1993). Celle ci est basée sur l'utilisation de Sarcosyl à la place de Triton 100-X, comme 
agent de solubilisation. En utilisant cette méthode nous avons pu augmenter la quantité de la 
protéine soluble de façon satisfaisante pour nos tests d’immunoprécipitation.  
4.2.2.2 Mise en évidence de l’interaction physique entre les protéines Knr4 
et Tys1. 
Dans un premier temps, nous avons réalisé des colonnes d'affinité en fixant sur la 
colonne de glutation Sépharose la protéine de fusion GST-Tys1. Un contrôle négatif a été 
réalisé en parallèle en fixant la protéine GST seule sur les billes. Ensuite, un extrait cellulaire 
contenant la protéine Knr4-MBP a été ajouté sur les billes portant d'une part la fusion GST-
Tys1 et d'autre part la GST seule, et incubé une nuit à 4°C sous agitation. Après 6-8 lavages 
avec du tampon PBS, les complexes GST-Tys1+Knr4-MBP ont été élués grâce à un tampon 
d'élution (HEPES 75mM pH 7,4, NaCl 150mM, EDTA 1mM), 3 fois/20μl. Afin de détecter si 
Knr4 interagit avec Tys1, un gel de d’électrophorèse SDS-polyacrylamide a été réalisé en 
conditions dénaturantes. La protéine Knr4 est ensuite révélée par " Western-blot" en utilisant 
des anticorps dirigés contre elle. Ce Western-blot a été réalisé sur l'éluat et sur les billes.  
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Figure 24: Interaction physique entre Knr4 etTys1 par une experience de type "pull-down". Un 
gel de protéine SDS-PAGE (12%) a été réalisé. A- Visualisation de la protéine Knr4 après 
élution de la colonne d’affinité, les anticorps polyclonaux anti-Knr4 ont été utilisés. B- Gel de 
protéine SDS-PAGE réalisé sur les éluats contenant GST et la fusion GST-Tys1, le gel a été 
coloré par le bleu de coomassie. 
Comme le montre la figure 24, aucune bande correspondant à la protéine Knr4 n’a été 
détectée dans le cas de GST seule. Par contre, nous constatons que la bande de Knr4 révélée 
par les anticorps anti-MBP-Knr4 est très intense dans le cas de la présence de la fusion GST-
Tys1 après élution, ce qui signifie que la protéine Knr4 a co-elué avec cette dernière, et a 
montré qu’une interaction ‘in vitro ‘ entre Knr4 et Tys1 est bien réelle. 
4.2.2.3 La teneur en dityrosine dans les spores issues des diploïdes portant 
des mutations dans les gènes TYS1 ou KNR4 est fortement réduite. 
Quel peut être le rôle physiologique de cette intèraction entre Knr4, une proteine 
impliquée dans la synthèse pariétale et Tys1, une tyrosyl aminoacyl-ARNt synthétase. En 
amont du processus de synthèse protéique chaque acide aminé est lié spécifiquement à un 
ARNt par une réaction catalysée par une aminoacyl-ARNt synthétase (AARS). L’acide aminé 
est ainsi activé pour son futur transfert à la chaîne peptidique naissante. De façon générale 
chez les eucaryotes, l'aminoacylation de l'ARNt se produit dans le noyau. Cette réaction est 
également importante pour l'export de l'ARNt dans le cytoplasme. Certaines mutations de 
l'aminoacyl-ARNt synthétase peuvent inhiber l'export de l'ARNt à l'extérieur du noyau (Ibba 
M. et Söll D., 2000; Lund E. et Dahlberg J. E., 1998; Sarkar S. et coll., 1999). 
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La réaction générale des AARS est la suivante : 
a Tyrosyl-ARNt synthétase catalyze l'aminoacylation de l’ARNt lors d'une réaction en deux 
synthétase (Tys1) de S.cerevisiae est une protéine de 394 acides aminés 
et sa m Kda ( Beikirch et col., 1972, Plohl et col 1988). Le gène de 
la Tyr-
-ARNt, lequel va être utilisé 
pour la
Acide aminé (AA) + ARNt + ATP AARS Aminoacyl-ARNt + AMP + PPi
 
L
étapes: Activation (eq1) puis Transfert (eq2) (Fersht A. R. et Leatherbarrow R. J., 1987; Ibba 
M. et Söll D., 2000). 
La Tyr-ARNt 
AARS + Tyr + ATP AARS . Tyr-AMP + Ppi eq1
AARS . Tyr-AMP + ARNt
 
asse molaire est de 44,020 
ARNt synthétase de levure a été clonée par complémentation fonctionnelle chez un 
mutant d'E.coli déficient pour l'aminoacylation de Tyr-ARNt. L'alignement des séquences de 
Tyr-ARNt synthétase de différents organismes a montré que tous les acides aminés importants 
pour la fonction d'aminoacylation, sont hautement conservés et localisés dans la partie N-
terminale de la protéine (Ming C. C. et RajBhandary L., 1993). 
En condition végétative, la fonction de cette protéine est impliquée dans la fixation de 
la tyrosine sur l’ARNt correspondant pour produire le tyrosine
 synthèse protéique. Cette fonction est essentielle dans les cellules en croissance. Donc 
l’interaction avec Knr4 ne semble pas être un prérequis pour cette fonction en condition 
végétative car la délétion de KNR4 n’est pas létale. Nous étions donc un peu surpris de 
trouver une interaction entre Knr4 et l’aminoacyl tRNA synthétase Tys1. Nous avons cherché 
à comprendre dans quel processus cellulaire, les deux protéines Tys1 et Knr4 pourraient être 
impliquées ensemble. Une analyse des données transcriptomiques au cours du processus de 
sporulation (Chu S. et coll., 1998), a été réalisée, et cette analyse a montré que l’expression de 
TYS1 est fortement activée au milieu de la sporulation, au début de la division méiotique, ce 
qui est également le cas de KNR4. Globalement, au cours de la sporulation, ces deux gènes 
présentent une régulation transcriptionnelle très similaire. De plus, TYS1 est le seul gène 
codant une amino acyl ARNt synthétase présentant ce profil d’expression, et que l’on retrouve 
aussi pour les gènes DIT1 et DIT2, qui codent deux enzymes clés de la synthèse de la 
dityrosine, un composant majeur de la paroi des spores (Briza P. et coll., 1990a; Briza P. et 
coll., 1994). Dit1p et Dit2p sont impliqués dans la formation de la couche externe de 
AARS + Tyr-ARNt + AMP eq2
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dityrosine. Dans une première étape, Dit1 permet la synthèse d’un précurseur contenant une 
molécule de L-tyrosine. Dans une deuxième étape, deux molécules de précurseurs sont liées 
de manière covalente par l’intermédiaire de Dit2. La protéine Dit2, qui présente une 
homologie importante avec le cytochrome P-450s, pourrait se fixer à la membrane des 
préspores et catalyser l’oxydation des résidus tyrosine, provoquant ainsi, de façon spore-
spécifique, la formation de dityrosine par réaction péroxydative. La paroi des spores est 
différente de la paroi des cellules végétatives par sa structure et par sa composition chimique. 
Quatre couches sont visibles en microscopie électronique (Kreger-Van Rij N. J., 1978). Les 
deux couches les plus internes, sont constituées de mannanes et de glucanes. La couche 
suivante est constituée de glucosamine polymérisée à 95% sous forme de chitosane et à 5% 
sous forme de chitine. La couche la plus externe est composée de dityrosine, un polycation 
dont les interactions avec le polyanion chitosane pourraient être responsables de la résistance 
chimique et mécanique exceptionnelle de la paroi des spores (Briza P. et coll., 1990b). De 
plus, la couche de chitosane est nécessaire à la déposition de celle de dityrosine, ce qui est 
cohérent avec l’hypothèse d’interactions très importantes entre ces deux composants (Pammer 
M. et coll., 1992). Dans la couche externe, à l’extérieur du chitosane, une couche fine 
composée principalement de molécules de dityrosine est formée. 
Du fait que Knr4 est impliqué dans l’assemblage de la paroi, la co-induction de ces 
deux gènes à la fin de la méiose soulève une possibilité que Knr4 et Tys1 peuvent participer 
ensemble dans la formation de la paroi des spores pendant la sporulation. Cependant, une 
difficulté expérimentale empêche l’estimation de ces besoins, car la délétion de TYS1 est 
létale. Seules les souches diploïdes hétérozygotes portant une délétion dans le gène TYS1 
peuvent être utilisées pour étudier cette hypothèse. 
Génotype 
Dityrosine 
totale/108 
cellules (nmol) 
DL-Tyrosine % 
(DL/DL+LL-
dityrosine) 
Efficacité de la Dityrosine 
sporulation (% totale /10  8
spores/cellules totales) asques 
+/+ 3.8 42 70 5.4 
Δknr4 TYS1/TYS1 KNR4 1 
4 TYS1/KNR4 Δtys1 2.5 
e dans les es chez les ce s diploïdes mutées pour 4 et 
2.9 39 70 4.
KNR 41 70 3.6 
Δknr4 TYS1/Δknr4 TYS1 1.1 39 25 4.4 
Tableau 10: Teneur en dityrosin spor llule KNR
TYS1 
Pourtant, nous constatons au tableau 10 que le niveau de dityrosine totale est diminué de 25 à 
40% dans les spores formées par les souches diploïdes hétérozygotes portant une mutation 
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dans les gènes TYS1 ou KNR4. Par contre, l’efficacité de sporulation de ces mutants est 
similaire à celle de la souche sauvage. Ces données sont en faveur de l’hypothèse selon 
ontiennent des niveaux très réduits de dityrosine. De plus, 
l’efficacité de sporulation est significativement réduite dans la souche mutante Δknr4 
laquelle ces deux protéines sont impliquées dans la formation des couches de dityrosine. Du 
fait que Tys1 est capable de lier la L-tyrosine, cette protéine peut fonctionner dans les étapes 
initiales de la formation de dityrosine. Knr4 étant impliquée dans la synthèse de la chitine, son 
interaction avec Tys1 pourrait être un des éléments responsables du couplage entre la 
synthèse des deux composants majeurs de la paroi des spores, le chitosan (dérivé de chitine) 
et la dityrosine (voir discusion). 
4.2.2.4 Les protéines Knr4 et Tys1 sont-elles nécessaires pour une 
sporulation efficace ?               . 
Comme le montre le tableau 10, les spores formées par la souche diploïde homozygote 
portant une mutation du KNR4 c
homozygote, ce qui indique que la présence de Knr4 est requise pour la formation des spores. 
Toutefois, cette relation ne semble pas causale, car des cellules incapables de produire la 
dityrosine n’a pas d’effet sur l’efficacité de la sporulation (Briza P. et coll., 1990a). 
Néanmoins, nous avons cherché à savoir si TYS1 peut affecter l’efficacité de sporulation. Pour 
cela, un mutant tys1ts sensible à la température a été utilisé (Sarkar S. et coll., 1999). Une 
souche diploïde isogénique tys1ts a été créée en utilisant un plasmide portant le gène HO sous 
la dépendance du promoteur GAL10, dans la souche portant le mutant tys1ts, qui permet de 
changer le signe sexuel via une procédure d’induction en milieu galactose et donc de générer 
des diploïdes. La sporulation a été effectuée à 24°C. Comme dans la souche diploïde 
homozygote knr4/knr4, l’efficacité de sporulation dans la souche diploïde tys1ts/ tys1ts est 
significativement diminuée par rapport à la souche diploïde contrôle. La déficience de 
sporulation de la souche diploïde tys1ts/ tys1ts  peut être restaurée après la transformation par 
un plasmide portant le gène TYS1 sous le contrôle du promoteur GAL10, croissance sur un 
milieu galactose suivie par une sporulation sur un milieu K-acétate. D’une façon curieuse, 
nous avons remarqué que la plupart des asques obtenues dans ces conditions contiennent 
seulement deux spores. Une explication possible de ce phénomène est que la sur-expression 
du gène TYS1 est toxique pour la cellule (Robert Martin, Strasbourg, communication 
personnelle). 
Les résultats obtenus indiquent que les deux gènes KNR4 et TYS1 sont impliqués dans 
la production de dityrosine au cours de la formation des spores. Par contre, nous ne sommes 
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pas capables d’affirmer que l’interaction entre Knr4 et Tys1 est absolument nécessaire pour 
assumer cette fonction car nous ne pouvons pas travailler avec une souche diploïde 
homoz
cibles. De plus, les interactions menées en double hybride se déroulent dans le noyau, c’est à 
nt cellulaire de beaucoup de protéines. Donc, certaines interactions ne 
seront 
 avec Tys1 pourrait être un des éléments responsables 
du cou
 cytoplasme où se trouve essentiellement Knr4. Partant 
de ce p
ygote pour les deux délétions. 
4.2.2.5 Discussion. 
Les biais de la technique de double-hybride sont multiples. Tout d’abord, elle met en 
jeu des fusions protéiques susceptibles de modifier la structure et les propriétés des protéines 
dire hors du compartime
pas mesurées car les protéines cibles n’auront pas pu être importées correctement dans 
le noyau (faux négatifs). Enfin, certaines interactions détectées peuvent être indirectes si elles 
font intervenir un troisième partenaire. 
Lors de la formation du chitosane, il y a une induction simultanée de Knr4 et Tys1. Il 
est donc possible que ces protéines interagissent à ce moment là, pour d’une part, réprimer la 
synthèse de chitine et d’autre part activer la synthèse de dityrosine. Knr4 étant impliqué dans 
la synthèse de la chitine, son interaction
plage entre la synthèse des deux composants majeurs de la paroi des spores, le chitosan 
(dérivé de chitine) et la dityrosine. Ces travaux ont fait l’objet d’une publication 
(Dagkessamanskaia A. et coll., 2001). 
Á côté de l’interaction Tsy1-Knr4 que nous venons de caractériser et dont le rôle 
biologique reste à préciser, on peut aussi s’interroger sur celle entre Cin5p et Knr4. Sachant 
que Cin5 est un facteur de transcription, il est peut probable que cette interaction ait lieu ‘in 
vivo’ dans le noyau mais plutôt dans le
ostulat, nous pouvons alors donner une explication à l’observation que la surexpression 
de Knr4 provoque une diminution très forte de l’expression de trois gènes codant les sous-
unités catalytiques des chitines synthases (CHS1, CHS2 et CHS3) (Martin H. et coll., 1999). 
En effet, très récemment, l’équipe Klis a montré que Cin5 est un régulateur positif de 
l’expression de ces gènes (Zakrzewska A. et coll., 2005). Ainsi, un excès de Knr4 pourrait 
séquestrer Cin5 dans le cytoplasme. 
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4.2.3 echerche des gènes synthétiques létaux avec la délétion de KNR4. 
4.2.3.1 Méthodologie. 
our rechercher d’autres partenaires potentiels de la protéine Knr4, nous avons réalisé 
ans 
cette approche, nous avons utilisé la collection ‘Euroscarf’ de mutants haploïdes (environ 
ors de son achat en 2001) dans laquelle chacun des gènes de S. 
cerevisiae 
des protéines impliquées dans la même voie 
biochim
us) de distinguer les 
colonie
R
P
un crible de létalité synthétique (approche SL). Afin d’être le plus exhaustif possible d
4200 mutants disponibles l
a été interrompu par l’insertion du gène KAN, qui donne dans la levure une 
résistance à la généticine G418. 
Cette approche ‘SL’ est basée sur le fait que si deux protéines agissent ensemble dans 
un mécanisme essentiel, nous pouvons nous attendre à ce que la délétion simultanée de deux 
gènes correspondant ait un effet létal. Les interactions synthétiques létales peuvent se 
produire soit entre deux gènes codant pour 
ique, (chacune d’elles ayant une action non essentielle dans cette voie), soit entre 
deux protéines impliquées dans deux voies biochimiques distinctes dans le cas où la fonction 
d’une protéine peut compenser la déficience de l’autre. 
Afin de réaliser un criblage de la létalité synthétique pour le gène KNR4, nous avons 
construit la souche (α knr4::LEU2 trp1 ura3 leu2 ade2). Cette souche a été croisée avec 
différentes souches de la collection EUROSCARF. Le phénotype de la mutation ade2 
(couleur rouge) permet donc par un criblage en masse (expliqué ci-desso
s haploïdes des cellules diploïdes. Les cellules diploïdes ont été mises à sporuler, et 
nous nous sommes intéressés à chercher les ségregants haploïdes qui combinent 
simultanément une délétion knr4 et une autre délétion (X) provenant de la souche 
EUROSCARF étudiée. La souche haploïde issue de ce croisement doit porter deux marqueurs 
KAN et LEU+, permettant ainsi la sélection sur un milieu KAN+ et leu-.. En cas de létalité 
synthétique, les clones haploïde portant les deux délétions ne peuvent pas pousser sur ce 
milieu sélectif KAN+ et leu--. Après sporulation, les cellules diploïdes ayant sporulées sont 
incubées dans l’éther, ce traitement est censé tuer toutes les cellules diploïdes et aider à libérer 
les spores. Celles-ci sont ensuite étalées sur un milieu solide sélectif KAN+ LEU+. Si aucun 
clone rouge est détecté sur ce milieu, alors notre candidat diploïde qui a donné naissance à ses 
spores sera retenu. Par contre, du fait que cette méthode ne permet pas de se débarrasser de 
tous les diploïdes, on s’attend à trouver des colonies blanches sur la boite sélective. 
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 Figure 25: Schéma représentant la méthodologie utilisée pour réaliser la recherche des gènes 
synthétiques létaux avec la délétion knr4. 
4.2.3.2 Difficultés rencontrées. 
En réalisant les premières expériences, nous nous sommes rendu compte que des 
ompris avec des délétions contrôles, connues comme 
létales 
t coll., 2004). Un criblage de létalité synthétique à grande échelle a été 
réalisé,
 
α ade2 knr4:: LEU2 ura3 X leu2 a ADE2 KNR4 ura3 x::KAN leu2
ura3 leu2 knr4::LEU2 ade2 x::KAN
___    ___      ______          ___     ______
___    ___      _____            ___        ____
ura3 leu2 KNR4 ADE2 X
méiose
colonies rouges poussent toujours y c
avec la délétion knr4. Nous avons trouvé que certaines de ces colonies rouges sont des 
cellules diploïdes. Il est fort probable que ces diploïdes rouges ont été formés au cours de la 
sporulation sur acétate qui a libéré des haploïdes, lesquels ont donc pu se refusionner entre 
deux mating opposés 
De plus, un article est apparu à cette période qui nous a contraint à arrêter cette 
approche (Lesage G. e
 les auteurs ont mis en place une approche de sélection qui ressemble à la notre, mais 
cette approche de sélection dépend strictement du type sexuel permettant une sélection stricte 
des colonies haploïdes. En effet, ils ont utilisé un marqueur de sélection his qui a été introduit 
sous le contrôle d’un promoteur MFA1pr-HIS3, qui ne s’exprime que dans les cellules 
haploïdes (Mat a). De cette manière, après la méiose, les auteurs ont été capables d’observer 
uniquement la croissance de cellules haploïdes, et ont pu éviter les problèmes de 
Sélection sur un 
milieu KAN et LEU-
knr4::LEU2 x::KAN
En cas de non-létalité, des cellules diploïdes (colonies 
blanches ) et des cellules haploïdes (colonies rouges et 
blanches) sont capables de pousser.
En cas de létalité, seuls les cellules diploïdes 
(colonies blanches) sont capables de pousser.
X
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contamination par des cellules diploïdes. Ce criblage a permis d’identifier près de 80 
partenaires synthétiques létaux avec la délétion Δknr4. Ces gènes codent notamment des 
protéines impliquées dans le polarisome, le cycle cellulaire, et la synthèse de la paroi (voir 
partie discussion générale) (Lesage G. et coll., 2004; Tong A. H. et coll., 2001; Tong A. H. et 
coll., 2004). 
4.2.4 Rech
l’approche du TAP-tag. 
erche des partenaires fonctionnels de la protéine Knr4 par 
particu ler les complexes protéiques. Cette stratégie s’appelle 
"TAP"
 la protéine d’intérêt (Knr4) à une cassette de TAP-tag comprenant 
deux d
Une stratégie pour la purification des protéines a été développée qui est 
lièrement bien placée pour iso
 (tandem affinity purification, Rigault et coll, 1999). Elle conjugue les avantages de 
plusieurs méthodes de purification classiques à celle de la co-immunoprecipitation. 
Cependant, contrairement à la méthode de co-immunoprécipitation, le fait que la méthode 
TAP repose sur une purification en plusieurs étapes successives permettant en principe de 
réduire les contaminations par des protéines cellulaires abondantes ou par le matériel utilisé 
lors de la purification. 
La méthode TAP-tag est constituée de deux étapes de purifications successives. Elle 
repose sur la fusion de
omaines d’affinité ProtA et CBP (calmoduline binding protéine). La protéine Knr4 est 
produite proche de son niveau naturel dans la levure. Dans la première étape de purification la 
protéine d’intérêt (Knr4) est fixée sur des billes d’IgG par l’intermédiaire de la protA : cette 
fixation est très spécifique (Lohman T. M. et coll., 1989). Un site de clivage par la protéase 
TEV qui se trouve entre les deux domaines d’affinité ProtA et CBP permet une élution 
spécifique et efficace dans des conditions d’élution douces. Ensuite, dans la deuxième étape 
de purification, la protéine va se fixer sur les billes de calmoduline en présence de calcium par 
l’intermédiaire du domaine CBP. Cette étape de purification est très importante car elle 
permet d’éliminer le maximum de contaminants et les traces de TEV protéase restant de la 
première étape de purification. L’élution est réalisée en présence d’EGTA qui permet la 
libération de la protéine d’intérêt avec ses partenaires associés. On obtient ainsi après ces 
deux étapes de purification sur colonne, un complexe protéique qui contient essentiellement la 
protéine d’interêt et ses partenaires protéiques associés. Le matériel purifié est fractionné sur 
un gel d’électrophorèse SDS-polyacrylamide. Les bandes individuelles sont ensuite digérées 
par une protéase comme la trypsine. Le traitement est suivi par une analyse par spectrométrie 
de masse (MALDI-TOF MS) ou par tandem (MALDI-MS/MS). Les données obtenues sont 
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analysées en effectuant une recherche dans les bases de données sur le web pour identifier les 
protéines (Cho S. et coll., 2004).  
4.2.4.1 Vérification de la construction KNR4-TAPtag. 
Après intégration dans le génome d’une cassette comprenant le gène KNR4 fusionné 
 nous avons vérifié par 
Southe
avec l’extrémité 3’du TAPtag comprenant la double étiquette,
rn-blot que cette intégration était correcte ainsi que l’expression de la protéine Knr4- 
par un Western-blot en utilisant des anticorps anti-Knr4 (Figure 26).  
 
KNR4-TAPtag Control 
(AR27)
Marqueur kDa
175
83
62
48
33
25
Figure 26: Knr4-TAPtag a une taille supérieure à celle de Knr4 (contrôle). Un gel de protéine 
(12%) SDS-PAGE a été réalisé suivi par un Western-blot réalisé avec des anticorps anti-Knr4.  
Nous pouvons constater que la taille de la cassette KNR4-TAPtag est de ≈ 105 Kda et celle-ci 
est supérieure à celle de la protéine Knr4 non tagguée qui ne porte pas la fusion et migre aux 
environs de 80 kDa (contrôle). Nous avons ensuite testé la fonctionnalité de la construction en 
réalisant un test de sensibilité au blanc de Calcofluor.  
 
1/1      1/10      1/100   1/1000  
Figure 27 : Test de sensibilité au blanc de Calcofluor (CFW) de la souche FB1 (KNR4-TAPtag). 
Le test a été réalisé sur un milieu YPD contenant 0,05mg/ml de CFW. 
La sensibilité au blanc de Calcofluor de la souche obtenue FB1 (KNR4-TAPtag) est similaire 
à celle de la souche contrôle AR27 (MATα ura3-52). Par contre, la souche HM10 (AR27 
FB1 (KNR4-TAPtag)
HM10 (Δknr4)
AR27 (wild type)
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knr4: :KAN R) présente une hypersensibilité au blanc de Calcofluor. La protéine de fusion 
Knr4-TAPtag est donc fonctionnelle. 
4.2.4.2 Purification de la protéine Knr4-TAP sur colonne de 
chromatographie d’affinité et analyse des bandes par spectrométrie 
de masse MALDI-TOF. 
Nous avons réalisé une culture de 25 litres jusqu'à DO600 =3. La culture a été récoltée 
par centrifugation et lavée avec de l’eau. Nous avons obtenu une quantité de cellules qui 
congelées correspondant à 1 g a été utilisé. Nous avons utilisé le tampon IPP150, dans lequel 
des tab
correspondait à 25 g en poids sec. Ensuite, les cellules ont été congelées dans de l’azote 
liquide sous forme de petites boules. Pour la préparation de l’extrait, un volume de cellules 
lettes d’inhibiteurs de protéases ont été ajoutées, ainsi que 1 % de TritonX100. Après 
cassage des cellules vérifié par microscope (Extrait brut EB1/10ml), l’extrait  a été centrifugé 
dans un tube (Ti50) déjà refroidi à 20500 rpm/30min/4°c et le surnageant est transféré dans un 
nouveau tube a été centrifugé de nouveau à 35000rpm/1h30/4°C. Après cette étape de 
centrifugation, trois phases sont visibles dans le tube : une phase lipidique qui flotte au 
dessus, un culot de débris cellulaires au fond et une phase intermédiaire qui contient l’extrait 
protéique et qui sera récupérée. La quantité de protéines a été mesurée (Extrait brut EB2/5ml). 
L’étape de dialyse a été supprimée. L’extrait obtenu après la deuxième centrifugation a été 
concentré en utilisant des filtres (Amicon ultra 10,000 MWCO). Nous avons enchaîné 
directement les étapes de purification afin d’éviter la congélation de l’extrait et une éventuelle 
modification des protéines (comme décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes) 
A la deuxième étape de purification sur une colonne contenant des billes de 
calmoduline, nous avons récupéré les fractions qui ont été précipitées par la méthode de TCA-
DOC. Les protéines dans ce culot ont été resuspendues et séparées sur un gel de protéines. Ce 
gel de protéine (Figure 29) à été gardé dans l’acide acétique 1% à 4°C et envoyé à analyser 
par la plate-forme protéomique de Toulouse. 
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Figure 28: Gel de protéines en conditions dénaturantes réalisé pour séparer les protéines co-
purifiées avec Knr4 après la purification sur la colonne de chromatographie d’affinité. Le gel a 
été coloré en présence de bleu colloïdal et les bandes les plus visibles ont été excisées, et après 
une digestion par la trypsine, les peptides sont analysés par MALDI-TOF. 
Les bandes les plus visibles sur le gel de protéines ont été excisées et analysées. La 
digestion des bandes en peptides est réalisée sur la nuit par la trypsine. L’analyse de tous les 
peptides a été effectuée par spectrométrie de masse MALDI-TOF-peptide Mass 
Fingerprinting pour (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight). Elle 
permet d’obtenir une carte peptidique massique représentant la distribution des masses des 
fragments peptidiques obtenus par digestion trypsique d’une protéine. Sa sensibilité de 
détection est très élevée (quelques fentomoles de peptides). Les échantillons de peptides sont 
mélangés avec une matrice et ionisés par pulse laser sans que les peptides soient détruits. Le 
ratio masse/charge (m/z) de chaque échantillon ionisé est mesuré par un détecteur. Les valeurs 
(m/z) recueillies sont analysées par une méthode appelée "masse fingerprinting peptide" 
(Henzel W. J. et coll., 1993), qui permet l’identification de la protéine dans les bases de 
données disponibles sur plusieurs sites web. La protéine peut être identifiée en comparant la 
carte peptide massique obtenue expérimentalement aux cartes peptidiques massiques 
théoriques déduites de chacune des séquences présentes dans les banques de données 
protéiques (en effectuant une digestion "in silico" de chacune de ces protéines par la trypsine), 
ce qui permet de calculer un score qui représente la qualité de correspondance. Plusieurs 
logiciels existent actuellement, qui permettent de calculer un score en fonction de plusieurs 
facteurs (le nombre des peptides qui "collent" avec une protéine dans les bases de données, et 
le nombre de peptides observés, (Figeys D. et coll., 2001). 
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Rendement protéique au cours de cette expérience de purification : 
Afin de suivre les étapes de purification et de vérifier le rendement de cette purification, un 
bilan protéique a été établi sur les échantillons prélevés. 
 Volume 
(ml) 
quantité de protéines (mg) Facteur de 
purification 
Extrait brut après cassage des cellules 
(EB1) 10 150 100 
Extrait brut après la deuxième étape 
de l’ultra centrifugation à 35000 rpm 
(EB2) 
5 55 37 
Protéines retenues après la 1ére étape 
de purification sur une colonne d’IgG. 
(calculé à partir de EB2- Eluat de 
cette chromatographie) 
± 2 17,5 11,6 
Protéines récupérées après lavage de 
la colonne  1 < 1 nd 
Tableau 11 : Rendement protéique estimé au cours de l’expérience de TAP-tag. 
Nous constatons d’après ce tableau 11 que nous avons récupéré près de 37 % de protéines 
dans la solution après l’étape de centrifugation. Après passage de ce surnageant sur la colonne 
contenant les billes d’IgG, environ 25 % des protéines totales sont récupérés dans la fraction 
non-retenue. Nous pouvons donc en déduire qu’avant lavage de la colonne, 12 % des 
protéines totales ont été fixées sur la résine. Enfin, à la suite de trois lavages successifs de la 
colonne, nous avons estimé que moins de 1 % des protéines totales ont été retenues, ce qui 
peut augurer d’une bonne ‘purification’ du complexe. Afin de vérifier les étapes de 
purification sur certains échantillons prélevés au cours de cette expérience, nous avons réalisé 
un Western-blot utilisant des anticorps anti-protéine A  
A la figure 29-A, nous constatons qu’après l’étape d’extraction, l’extrait que nous 
obtenons est correct, il contient la construction KNR4-TAPtag (EB). Nous observons, après la 
première étape de purification (éluat obtenu après le clivage par la protéase TEV, FL1) et la 
deuxième étape de purification (éluat obtenu après élution de la colonne de Calmoduline, EL 
finale), que la partie ProtA qui sert à la fixation sur les billes d’IgG est bien clivée après la 
première étape de purification.  
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Figure 29: Vérification des étapes de la purification TAP. A- Western-blot réalisé en utilisant 
des anticorps anti-ProtA pour vérifier d’une part la construction Knr4-TAPtag et d’autre part 
les étapes de purification après le clivage par la TEV protéase sur la colonne de 
chromatographie TAP-tag. B- Gel de protéines SDS-PAGE réalisé après une purification TAP 
sur la souche AR27 (wild type). L’éluat obtenu après la 2ème étape de purification sur la colonne 
contennant les billes de Calmoduline a été concentré par le TCA/DOC. 
Sur la Figure 29-B est montré une purification avec utilisant la souche sauvage AR27 
qui transformée par la construction TAP-tag qui ne contient pas la proteine KNR4, afin de 
déduire de cette expérience les protéines qui ne sont pas spécifiques. La préparation de 
l’extrait cellulaire (AR27) et toutes les étapes de la purification ont été réalisées de la même 
manière que pour la souche contenant la construction KNR4-TAPtag. Nous constatons qu’une 
bande migrant à une taille proche de 30 kDa a été observée. Cette bande pourrait correspondre 
à la TEV protéase que nous ajoutons pour cliver les complexes protéiques qui théoriquement 
s’accrochent sur les billes d’IgG par l’intermédiaire de la partie ProtA. Une autre bande d’une 
taille proche de 23kDa a été identifiée (Figure 29-B). Ces résultats sont comparables à ce qui 
a été montré dans des expériences réalisées par d’autres équipes (Ohi M. D. et coll., 2002; 
Yoon H. J. et coll., 2002). 
Nous avons analysé les 9 dans la figure 28 bandes isolées sur le gel SDS obtenue issue 
de la fraction éluée de la colonne Calmoduline. D’après le tableau 12, nous constatons que la 
plupart des protéines identifiées sont des protéines très abondantes dans les cellules, de type 
"chaperone" et glycolytiques. Bien que nous n’avons pas identifié ces protéines dans la 
purification de ‘contrôle’, elles sont sans doute considérées comme des contaminants car elles 
sont souvent isolées dans les procédures TAP (Dziembowski A. et Seraphin B., 2004; Gavin 
A. C. et coll., 2002; Gould K. L. et coll., 2004).  
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Résultats des analyses effectuées par la spectrométrie de masse MALDI-TOF 
protéine Fonction cellulaire ou Processus biologique Localisation Score 
Nombre de 
molécules/cellule 
Hsc82  protéine de choc thermique Cytoplasme 8,59e+008 132000 
Ssa2p  protéine de choc thermique Protéine folding, Cytoplasme 3,04
e+003 364000 
Ssa1  protéine de choc thermique Cytoplasme 3,04e+003 269000 
Pyk1  pyruvate Kinase/Glycolyse Cytoplasme 2,27e+003 291000 
Adh1 Alcohol déshydrogénase I/ glycolyse Cytoplasme 1,79
e+004 Non-estimé 
Tdh3  Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase 3/glycolyse Cytoplasme 2,5
e+005 169000 
Pgm1  Phosphoglycérate mutase 1/ glycolyse Cytoplasme 9,93
e+005 9820 
Tableau 12: Protéines identifiées après une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
4.2.4.3 Purification de la protéine Knr4-TAP sur colonne de 
chromatographie d’affinité et analyse des bandes identifiées sur le 
gel de protéine par spectrométrie de masse LC-MS/MS. 
Dans les cas où la recherche dans les bases de données de fingerprinting peptide est 
obscure en raison de la basse couverture des peptides, le séquençage des peptides en utilisant 
la spectrométrie de masse en tandem MS/MS est une étape supplémentaire indispensable pour 
identifier les protéines (Cho S. et coll., 2004; Medzihradszky K. F. et coll., 2000). La 
spectrométrie de masse en tandem MS/MS permet de sélectionner un à un les peptides 
provenant de la digestion trypsique de la protéine étudiée. Chaque peptide est alors fragmenté 
(par collision avec de l'argon) dans le spectromètre de masse. L’analyse des fragments 
(spectre MS/MS) permet de déterminer des éléments de la séquence en acides aminés du 
peptide, séquence qui sera utilisée pour chercher à identifier la protéine dans les banques 
protéiques et génomiques. Les éléments d’une séquence peptidique obtenus sont comparés 
avec les pics observés ; cette comparaison permet d’obtenir un score. Le score reflète la 
signification statistique du match entre le spectre MS/MS et les séquences dans les bases de 
données (Aebersold R. et Mann M., 2003). 
Les résultats que nous avons obtenus lors de la première analyse par MALDI-TOF 
n’ont pas été assez convaincants. Pour cela, nous avons répété l’expérience en utilisant le 
restant de la culture effectuée en fermenteur. Les protéines séparées sur le gel après la 
seconde chromatographie ont été par contre analysées par spectrométrie de masse LC-
MS/MS. Pour la première expérience, nous avons utilisé environ 3 gr de cellules auxquels 10 
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ml de tampon IPP150 supplémenté par une tablette de protéase inhibiteur/10ml et 1% de 
Triton X100 ont été ajoutés. L’extrait protéique a été préparé de la même manière que ci-
dessus. Ensuite, deux étapes de purification ont été réalisées comme décrit dans le chapitre 
Matériel et méthodes). Un bilan du rendement protéique a été réalisé sur tous les échantillons 
prélevés au cours de cette expérience.  
 Volume 
(ml) 
Quantité de protéines 
(mg) 
Facteur de 
purification 
Extrait brut après cassage des 
cellules (EB1) 20 360 100 
Extrait brut après la deuxième 
étape de l’ultra centrifugation à 
35000 rpm (EB2) 
10 170,3 47,5 
Protéines retenues après la 1ère 
étape de purification sur une 
colonne d’IgG. (EB2- Eluat1) 
1,5 7,3 2  
Protéines récupérées après lavages 
de la colonne 1 nd nd 
Tableau 13 : Bilan récapitulatif de protéines quantifiées au cours de l’expérience de TAPtag, de 
la préparation de l’extrait brut jusqu'à l’étape de lavages de la colonne d’IgG. 
Nous constatons d’après le tableau 13 que nous avons récupéré près de 47,5 % des protéines 
totales dans la solution après l’étape de centrifugation. Par contre, la quantité de protéines 
récupérées à la première étape de chromatographie n’a été que de 2,3 % des protéines par 
rapport à 12 % dans l’expérience précédente, ce qui pourrait être en faveur d’une meilleure 
‘purification’ due à un meilleur lavage avant élution. Enfin, à la suite de trois lavages 
successifs de la seconde colonne, nous n’avons pas été en mesure de mesurer la quantité de 
protéines récupérées dans l’éluat, mais nous avons quand même procédé à un gel SDS-PAGE 
qui a été coloré au bleu colloïdal (il est 5 fois plus sensible que le bleu de coomassie). Les 
bandes colorées les plus visibles (au nombre de 6 dans ce cas) ont été excisées (Figure 31) et 
les polypeptides qui se trouvent dans ces bandes ont été soumis à une digestion par la 
trypsine. Tous les peptides obtenus ont été analysés par spectrométrie de masse LC/MS-MS.  
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Figure 30: Caractérisation du complexe TAP. Gel de protéines SDS/PAGE (12%) réalisé après 
une purification TAP-tag en deux étapes. L’éluat a été concentré par le TCA/DOC et le gel a été 
coloré par le bleu colloïdal. Les bandes sont excisées et analysées par LC-MS/MS 
Protéines identifiées après analyse par spectrométrie de masse LC-MS/MS : 
 
Protéine Fonction cellulaire ou processus biologique Localisation Score 
Nombre de 
molécules/cellule 
Hsc82 Protéine de choc thermique cytoplasme 50.2 132000 
Ssa2 Protéine de choc thermique/ Protéine folding, cytoplasme 20.1 269000 
Pyk1  Glycolyse, pyruvate kinase cytoplasme 20.3 291000 
Pdc1 Pyruvate décarboxylase isozyme 1 cytoplasme 20.2 2880 
Tdh2 Glycéraldéhyde 3- phosphate déshydrogénase 2/ Glycolyse cytoplasme 78.2 121000 
Eno1p Enolase 1 ( 2-phosphoglycérate déhydratase/ glycolyse cytoplasme 30.2 76700 
Ino4p Biosynthèse de phospholipides cytoplasme 20.1 521 
Pgm1 Phosphoglycérate mutase 1 cytoplasme 90.2  
Tableau 14 : Protéines considérées comme des contaminants identifiés après les analyses par 
spectrométrie de masse LC-MS/MS 
Comme le montrent les tableaux 14 et 15, les analyses par spectrométrie de masse en 
tandem MS/MS ont permis d’identifier un grand nombre de protéines. Des protéines ont été 
considérées comme non-spécifiques à cause de leur abondance dans la cellule, et du fait que 
ces protéines sont très souvent identifiées dans ce genre d’analyse. Par contre, des protéines 
impliquées dans la morphogenèse (Bud6 and Bem2), ainsi que des protéines de l’ubiquitine 
impliquées dans la dégradation rapide des protéines à courte durée de vie ont été identifiées. 
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De plus, la protéine Jnm1 impliquée dans le checkpoint de l’intégrité cellulaire a été 
identifiée, ainsi que la protéine Cin8, une protéine de type "kinésine like motor". Cette 
protéine contribue à la structuration et la fonction du fuseau mitotique. Contrairement à la 
première expérience, nous avons retrouvé la protéine Knr4 lors de cette expérience. 
 
protéine Fonction cellulaire ou processus biologique Localisation Score 
Nombre de 
molécules/cellule 
Knr4 Organisation et biogénèse de la paroi cellulaire 
Cytoplasme/col du 
bourgeon 10.1 5680 
Bud4 Sélection du site de bourgeonnement Col du bourgeon 10.1 1600 
Bud6 Polarisome cellulaire et émergence du bourgeon 
Cytoplasme/col du 
bourgeon/périphérie 
cellulaire 
10 2610 
Cin8 
Yeast kinesin-like protein, 
impliquée dans 
l’assemblage des fuseaux 
mitotiques 
Complexe de 
kinesin/ Fuseau de 
microtubules 
10.1 238 
Jnm1 
Organisation du fuseau 
mitotique et polarisation 
cellulaire 
Cytoplasme/ spindle 
pole body 15 nd 
Ulp1 Ubiquitin like specific protease/ transition G2/M Membrane du noyau 18.1 377 
Ubc9 Ubiquitin conjugating enzyme/ transition G2/M Noyau 5 2600 
Ubc1 Protéine du système de l’ubiquitine 
Cytoplasme/ 
Complexe du 
protéasome 26S 
12 8690 
Bem2 
Croissance du bourgeon/ 
organisation de la paroi 
cellulaire 
Noyau/Cytoplasme 5 1230 
Mkk1 MAP kinase kinase col du bourgeon 10.4 10.4 
Tableau 15: partenaires protéiques potentiels co-purifiant avec Knr4 par le TAP-tag. Les 
protéines ont été identifiées par LC-MS/MS. 
Il est important de remarquer qu’un bas score des peptides n’est pas forcément signe d’une 
identification incorrecte. Une validation manuelle pour certains peptides est nécessaire, 
permettant d’identifier des protéines importantes (Steen H. et Mann M., 2004). 
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4.2.4.4 Validation des résultats obtenus précédement en réalisant une 
troisième expérience de purification par affinité. 
Une troisième expérience a été réalisée pour confirmer les résultats obtenus. Nous 
avons utilisé un nouveau lot de cellules (environ 6 g) obtenu à partir de quatre litres de 
culture. Après cassage et une première centrifugation à basse vitesse (3000 g/ 5 min), une 
deuxième centrifugation de 45 min à 15000g a été réalisée au lieu de celle à haute vitesse 
utilisée antérieurement. Au cours de cette expérience des échantillons ont été prélevés et un 
bilan quantitatif des protéines a été établi. Nous avons aussi vérifié la présence de la protéine 
Knr4 au cours de cette expérience en réalisant un Western-blot avec l’anticorps anti Knr4. 
 
 Volume 
(ml) 
Quantité de protéines mg Facteur de 
purification
Extrait brut après cassage des 
cellules (EB1) 67 1340 100 % 
Extrait brut après une centrifugation 
à 15000 rpm/45min (EB2) 55 1036 77 % 
Protéines retenues après la 1ére 
étape de purification sur une 
colonne d’IgG. (EB2- EL 1) 
± 2 30 2,2 % 
Protéines récupérées dans l’éluat 1 nd nd 
Tableau 16 : Bilan des protéines quantifiées au cours de l’expérience de purification TAPtag. 
Bilan des protéines au cours de cette purification : 
Comme indiqué au tableau 16, nous observons que 77% des protéines totales récupérées après 
l’étape de centrifugation 15000 rpm/45 min. Après dépôt de ce surnageant sur la colonne 
contenant les billes d’IgG, 98 % de protéines déposées sont passée dans le filtrat de lavage, et 
nous pouvons donc en déduire qu’avant élution de la colonne, environ 2% des protéines 
totales ont été retenues sur la résine de la colonne IGg. Enfin, la quantité de protéines 
recupérées à la derniere étape de chromatographie n’a pas été mesurée mais utilisée pour 
analyse par LC/MS/MS après séparation sur gel SDS-PAGE. 
4.2.4.4.1 Vérification de la présence de la protéine Knr4 au cours de la 
purification. 
Nous avons réalisé un Western-blot en utilisant des anticorps anti-Knr4 sur chaque 
échantillon prélevé au cours de cette expérience. Notre but était de bien vérifier que la 
protéine Knr4 est bien présente dans l’extrait brut avant la purification, et ensuite de vérifier 
que le clivage par la protéase TEV est correct (Figure 31). 
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Figure 31: Western-blot réalisé sur différents échantillons prélevés lors de la purification de 
KNR4-TAP. Des échantillons au cours de l’étape d’extraction ont été prélevés ainsi qu’au cours 
de la purification. Des anticorps anti-Knr4 ont été utilisés (dilution 1/4000). EB1: extrait brut, 
EB2: Extrait brut, FL1: Protéines non-retenues après la 1ère étape de purification sur une colonne 
d’IgG, EL1: Eluat récupéré après le clivage par la protéase TEV, FL2: Protéines non-retenues après la 
2ème étape purification de colonne contennant les billes de Calmoduline (Flow through), LA2: 
Protéines éluées dans le lavage de la colonne par le tampon IPP150 CEB avant l’étape d’ élution. 
 
Nous pouvons constater que la protéine Knr4-TAPtag migre à une taille de 105kDa qui 
correspond bien à la taille de KNR4-ProtA-CBP, (EB1 et EB2), mais il y a aussi présence 
d’une autre bande qui migre un peu plus vite et qui réagit aussi avec l’anticorps anti-Knr4. Par 
contre, après passage de l’extrait sur billes d’IgG, nous observons que le ‘filtrat’ contenant les 
protéines non-retenues ne contient plus la protéine Knr4, ce qui montre que la fixation de la 
protéine Knr4-TAPtag sur les billes d’IgG a été correcte. Nous récuperons la protéine Knr4 
(EL1) qui migre à une taille d’environ 85kDa après son clivage sur la colonne par la protéase 
TEV (EL1). Enfin, dans les deux échantillons (FL2 et LA2) récupérés avant l’élution finale 
par le tampon (Calmodulin Elution Buffer CEB), aucune bande de la protéine Knr4 n’a été 
détectée, ce qui semble indiquer que la protéine étiquetée Knr4 s’est fixée sur les billes de 
calmoduline par l’intermédiaire de la partie CBP. Nous n’avons pas vérifié les fractions 
éluées par le tampon CEB, car les protéines qui se trouvent dans ces fractions seront séparées 
sur un gel de protéines pour le séquençage. 
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4.2.4.4.2 Séparation des protéines sur gel de protéine SDS-PAGE et séquençage. 
Afin d’identifier les protéines qui se trouvent dans chaque fraction récupérée, un gel 
de protéines en conditions dénaturantes a été réalisé sur les cinq fractions obtenues après 
l’élution par le tampon (CEB), pour comparer ces fractions et choisir celle qui montre la plus 
grande abondance de ‘bandes protéiques’. La troisième fraction a été retenue pour réaliser les 
analyses par spectrométrie de masse LC-MS/MS (Figure 32). 
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Figure 32: Analyse de l’interaction entre Knr4 et ses partenaires protéiques. Après précipitation 
un gel de protéine SDS-PAGE 12% a été réalisé permettant la séparation des protéines 
interagissant avec Knr4 et le gel a été coloré avec le bleu colloïdal. 
4.2.4.4.3 Protéines identifiées par spectrométrie de masse LC MS/MS. 
Les bandes ont été excisées et digérées par la trypsine. Les identifications de 
protéines ont été obtenues par confrontation des informations de masse à la banque de 
données protéiques NCBI, par l’intermédiaire du programme de calcul Mascot 
(MatrixScience) disponible sur Internet (www.matrixscience.com). Les caractéristiques des 
protéines (masse moléculaire, point isoélectrique et biais de codon) ont été obtenues par 
interrogation du site www.proteome/databases/YPD, qui contient toutes les données 
concernant le génome de S. cerevisiae.  
protéine Fonction cellulaire Localisation Score  Nombre de molécules/cellule 
Knr4 Organisation et biogénèse de la paroi cellulaire. 
Cytoplasme/ col du 
bourgeon 62 5680 
Bud6 Polarisome cellulaire et l’émergence du bourgeon 
Cytoplasme/ col du 
bourgeon/ 8 2610 
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Kin3 Protéine kinase ND 17 Non-estimé 
Ubp3 Activité protéase ubiquitin spécifique Cytoplasme 10 2210 
Hsc82 
Protéine cofacteur 
chaperone (isoforme 
constitutive de Hsp90) 
Cytoplasme 84 32800 
Swi4 Facteur de transcription Noyau 7 589 
Bem1 Morphogenèse Col du bourgeon 5 6490 
Pho85 Protéine kinase cycline dépendante Noyau/Cytoplasme 5 6160 
Bem2 Croissance du bourgeon Noyau/Cytoplasme 2 1230 
Jnm1 
Organisation du fuseau 
mitotique et polarisation 
cellulaire 
Cytoplasme/ spindle 
pole body 16 Non-estimé 
Act1 Organisation de la paroi cellulaire, polarisome 
Cytoplasme/ 
bourgeon 26 Non-estimé 
Asc1 Protéine impliquée dans la régulation de la traduction Cytoplasme 170 15500 
Gin4 Activité protéine kinase/ Croissance du bourgeon Col du bourgeon 21 736 
Bgl2 Organisation de la paroi cellulaire Paroi cellulaire 15 45000 
Bud31 Sélection du site de bourgeonnement Noyau 15 1900 
Ubc1 Protéine du système de l’ubiquitine Cytoplasme 32 8690 
Pil1 inhibiteur de la protéine kinase (Mpk1p/Slt2) Cytoplasme 49 11500 
Gvp36 Protéine de fonction inconnue 
Cytoplasme/ col du 
bourgeon 25 7720 
Tableau 17: Protéines co-purifiant avec Knr4 après la purification TAP-tag, Ces protéines sont 
considérées comme potentiellement spécifiques pour Knr4. 
 
Protéine Fonction cellulaire Localisation Score Nombre de molécules/cellule 
Ssa1/ Protein folding, Cytoplasme 219 269000 
Ssa2 Protein folding Cytoplasme 178 364000 
Pyk1 Pyruvate kinase, Glycolyse Cytoplasme 60 291000 
Eno2 Activité phophopyruvate hydratase Cytoplasme 148 2610 
Bmh1 Fixation d’ADN/ Croissance pseudohyphale Noyau 189 158000 
Hor2 Réponse à l’hyper osmolarité Cytoplasme/ Noyau 77 5000 
Rnr4 Réductase ribonucléotide, réplication de l’ADN Cytoplasme/ noyau 87 88900 
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Pgk1 Kinase phosphoglycérate, glycolyse Cytoplasme 54 31400 
Fba1 Aldolase, glycolyse Cytoplasme  102000 
Adh1 Alcohol déshydrogénase I Cytoplasme 76 Non estimé 
Tableau 18 : Protéines non-spécifiques identifiées après une purification de Knr4-TAP. 
Trois critères ont été retenus pour valider le choix des protéines pouvant être retenues 
et ensuite être potentielles partenaires de Knr4: le score auquel cette protéine est identifiée, 
l’abondance de cette protéine dans la cellule et sa localisation cellulaire. Des partenaires 
potentiels de Knr4 ont été identifiés avec un score assez élevé. Ces protéines se regroupent 
essentiellement dans 3 processus : l’organisation de la paroi cellulaire, l’émergence du 
bourgeon, la stabilité/dégradation des protéines et la polarisation cellulaire (Table 17). Par 
contre, des protéines considérées comme des contaminants ou non-spécifiques ont été 
également identifiées après la purification TAP-tag, (Table 18), telles que les protéines de 
choc thermique ou les protéines de la glycolyse. Ces protéines sont fréquemment identifiées 
dans les études utilisant l’approche de TAP-tag (Dziembowski A. et Seraphin B., 2004; Gavin 
A. C. et coll., 2002). Par conséquent, la spécificité de leur interaction avec Knr4 n’est pas 
certaine. D’une façon intéressante, nous avons trouvé Knr4 après les analyses par 
spectrométrie de masse dans une bande avec une taille d’environ 80 kDa ainsi que dans une 
autre bande à une taille de 62 kDa. Mais dans cette analyse, nous n’avons pas détecté la 
présence de Slt2, la MAP kinase de la voie de l’intégrité cellulaire dépendante de Pkc1, alors 
que nous avions montré auparavant que celle-ci interagit très fortement avec Knr4 par test 
double hybride et approche ‘SL’ (Martin-Yken et coll. 2003). 
 
Confirmation de l’interaction physique entre Knr4 et Slt2. 
Pour vérifier que Slt2 est présente dans notre fraction purifiée de Knr4-Tap, nous 
avons réalisé un Western-blot en utilisant les anticorps anti-Slt2 à partir d’un gel SDS-page 
sur lequel a migré la fraction issue de l’éluat de la seconde chromatographie du procédé TAP-
Tag. Nous montrons à la figure 38 qu’une bande correspondant à la protéine Slt2 a été 
identifiée dans l’extrait brut et que cette même bande correspondant à la protéine Slt2 a été 
également identifiée dans l’éluat final de la purification Knr4-TAPtag. Ceci confirme les 
résultats que nous avons montrés suggérent une interaction physique entre Knr4 et Slt2 
(Figure 33). 
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Figure 33 : Knr4 interagit physiquement avec Slt2. Un Western-blot en utilisant des anticorps 
anti-Slt2 (1/2000) a été réalisé. EB : extrait brut obtenu après le cassage des cellules, Fraction 2 : 
éluat obtenue après l’élution par le tampon CEB de la colonne contenant les billes d’IgG. 
4.2.5 Les protéines co-purifiées avec Knr4 par l'approche de TAP-tag 
retenues comme des partenaires potentiels. 
Nous avons compilé les résultats des trois expériences TAP-Tag (voir plus haut) pour 
retenir les protéines qui sont les plus probablement de vrais partenaires de Knr4. Comme un 
nombre important de protéines ont été identifiées par l’approche de TAP-tag, nous avons donc 
imposé plusieurs critères permettant d’éliminer les contaminants. Des protéines considérées 
comme non-spécifiques ont été identifiées dans l’éluat de Knr4-TAP après la deuxième étape 
de chromatographie d’affinité à côté d’autres protéines. Tout d’abord, les protéines non-
spécifiques que nous avons identifiées se regroupent dans les familles des protéines de choc 
thermique et les enzymes de la glycolyse (Table 19). 
 
protéine Fonction cellulaire ou processus biologique Localisation 
Nombre de 
molécules/cellule 
Ssa1/Ssa2 Protéine folding, Cytoplasme 269000 
Pyk1 Glycolyse Cytoplasme 291000 
Rnr4 Ribonucléotide réductase, réplication de l’ADN 
Cytoplasme/ 
noyau 88900 
Pgk1 Phosphoglycérate kinase, glycolyse Cytoplasme 31400 
Tdh1 Glycéralgehyde3-P-déshydrogénase, glycolyse Cytoplasme 120000 
Fba1 Aldolase, glycolyse Cytoplasme 102000 
Adh1 Alcohol déshydrogénase I Cytoplasme Non estimé 
Eno1 Enolase/ glycolyse Cytoplasme 76700 
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Pdc1 Pyruvate décarboxylase Cytoplasme 89700 
Tpi1 Triose isomérase Cytoplasme 200700 
Tif1 Facteur d’élongation Cytoplasme 106000 
Tif2 Facteur d’élongation Cytoplasme Non estimé 
Tableau 19 : protéines « non-spécifiques » identifiées après une purification de Knr4-TAP. 
Deux arguments peuvent indiquer que ces protéines sont des contaminants c’est à dire 
des protéines non-spécifiquement liées à Knr4. Tout d’abord, la quantité de ces protéines par 
cellule est 5 à 25 fois plus importante que celle de Knr4 (Table 19). Ensuite, la plupart de ces 
protéines sont systématiquement identifiées dans les autres analyses utilisant l’approche TAP-
tag (Dziembowski A. et Seraphin B., 2004; Gavin A. C. et coll., 2002; Gould K. L. et coll., 
2004; Rigaut G. et coll., 1999). 
Les protéines qui ont été retenues comme des partenaires potentiels de Knr4 ont été 
sélectionnées sur la base d’un seuil de confiance (avec une p<0.05 pour des ‘matches de 
séquence protéiques obtenus au hasard) et sur la présence de deux à trois séquences 
peptidiques qui ont été attribués à une même protéine lors des analyses LC-MS/MS. De plus, 
nous avons considéré comme des partenaires plausibles de Knr4 que les protéines qui 
présentent une quantité dans la cellule proche de celle de Knr4 et qui sont co-localisées avec 
elle, c’est à dire cytosoliques et éventuellement au niveau du col du bourgeon. En se basant 
sur ces critères, nous avons retenu neuf protéines aux quelles nous avons ajouté la protéine 
Slt2 (tableau 20). Cette dernière a été identifiée par un Western-blot (voir plus haut). 
Une étude récente utilisant un crible de double hybride a mis en évidence une 
interaction entre Slt2 et Hsp90 «Heat shock protein». Cette dernière est une protéine 
chaperone essentielle et relativement abondante dans la cellule. (Millson S. H. et coll., 2005). 
Malgré le fait que la protéine Hsp90 soit très abondante dans la cellule et fréquemment 
identifiée dans les analyses de spectrométrie de masse (Tong A. H. et coll., 2004), nous 
l’avons ajoutée dans la liste des protéines considérées comme un partenaire putatif (potentiel) 
de Knr4, par le biais que cette proteine et Slt2 montre une forte interaction et dès lors que ceci 
peut créer un complexe tripartite Hsp90-Slt2-Knr4. 
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Protéine Fonction cellulaire ou  processus biologique Localisation 
Nombre de 
molécules/cellule
Knr4 Organisation et biogénèse de la paroi cellulaire. 
Cytoplasme/ col du 
bourgeon 5680 
Slt2 Organisation et biogénèse de la paroi cellulaire. Bourgeon/ noyaux/ 3230 
Bud6 Polarisome cellulaire  et émergence du bourgeon 
Cytoplasme/ col du 
bourgeon/ périphérie 
cellulaire 
2610 
Cin8 Organisation du fuseau mitotique  et polarisome cellulaire 
spindle pole body, 
microtubule 238 
Jnm1 Organisation du fuseau mitotique  et  polarisome cellulaire 
Cytoplasme/ spindle pole 
body Non-estimé 
Act1 Organisation de la paroi cellulaire, polarisome Cytoplasme/ bourgeon Non-estimé 
Asc1 Protéine impliquée dans la régulation de traduction Cytoplasme 15500 
Hsp90 Protéine cofacteur chaperone Cytoplasme 32800 
Ubc1 Protéine du système de l’ubiquitine Cytoplasme 8690 
Pil1 inhibiteur de la protéine kinase (Mpk1/Slt2) Cytoplasme 11500 
Gvp36 Protéine de fonction inconnue Cytoplasme/ col du bourgeon 7720 
Tableau 20: Protéines co-purifiées avec Knr4 avec la purification TAP-tag, Ces résultats sont 
issus de deux expériences indépendantes. 
Les neuf protéines identifiées peuvent être groupées selon trois fonctions biologiques : 
Le première groupe, regroupe les protéines impliquées dans l’organisation et la biogénèse de 
la paroi cellulaire ; Slt2 et Pil1 en font partie. Une interaction physique entre Knr4 et Slt2 a 
déjà été démontrée par l’approche de double hybride (Martin-Yken H. et coll., 2003). La 
protéine Pil1 a été également proposée comme faisant partie d’un complexe avec Slt2 qui a 
été isolé par la technique d’immuno-affinité en utilisant un anticorps anti-Slt2 suivie d’une 
électrophorèse SDS-PAGE du complexe et d’un séquençage MS/MS (Ho Y. et coll., 2002). 
De plus, il a été montré que la quantité de Slt2 phosphorylée (activité kinase) est trois fois 
supérieure dans un mutant Δpil1, en conditions normales ou activatrices (37°C). Ce résultat 
suggère que Pil1 est impliquée dans la régulation négative de la voie de signalisation 
cellulaire Pkc1-Slt2 Map kinase. L’interaction observée ici entre Knr4 et Pil1 est cohérente 
avec la régulation de Slt2 par ces deux protéines, et pourrait indiquer un complexe ternaire 
(les trois protéines ensemble) (Martin-Yken H. et coll., 2003; Zhang X. et coll., 2004).  
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Le deuxième groupe regroupe une série de quatre protéines (Bud6, Act1, Cin8 et Jnm1) 
impliquées dans le bourgeonnement cellulaire. La co-purification de ces protéines avec Knr4 
est en accord d’une part avec leur localisation dans le col du bourgeon pendant la mitose (Huh 
W. K. et coll., 2003; Martin H. et coll., 1999), et d’autre part, avec leur fonction dans la 
synthèse de la paroi cellulaire et le bourgeonnement. En effet, la protéine Bud6 est requise 
pour la sélection du site de bourgeonnement (Amberg D. C. et coll., 1997) et cette dernière 
interagit à la fois avec Slt2 et Act1p. La protéine Cin8 est impliquée dans la dynamique des 
microtubules pendant la mitose, régulée par l’activation de la voie de signalisation cellulaire 
qui affecte la polarité cellulaire (Samaj J. et coll., 2004). Le gène CIN8 code une protéine de 
type "kinésine like motor". L’action de cette protéine contribue à la structuration et la fonction 
du fuseau mitotique chez la levure S. cerevisiae (Hildebrandt ER et Hoyt MA, 2000). Il a été 
récemment démontré que l’absence de cette protéine provoque des phénotypes liés à la paroi 
cellulaire en utilisant des drogues perturbant la paroi (voir plus loin). Le fait que la perte de 
cette protéine entraîne une déficience dans la synthèse de la paroi cellulaire, indique un lien 
fonctionnel entre les protéines du moteur mitotique et l’intégrité de la paroi cellulaire 
(Korolyev E. et coll., 2005). De plus, il semble que cette interaction entre le système du 
remodelage du cytosquelette des microtubules et la paroi cellulaire peut se produire via l’une 
des kinases de la voie MAP kinase. En effet, il a été montré que la stabilisation des 
microtubules en condition hyperosmotique est médiée par la voie de l’intégrité cellulaire 
MAP kinase Slt2. (Korolyev E. et coll., 2005). La protéine Jnm1 qui a été également 
identifiée, fait partie du complexe de dynactine. Ce complexe constitué de trois protéines 
Arp1, Jnm1 et Nip100, est impliqué dans le processus de checkpoint qui assure la synthèse de 
la paroi cellulaire et la mitose. Une délétion indépendante de chacun des gènes codant Nip100 
ou Jnm1 a montré que ces protéines sont nécessaires pour le point de contrôle de l’intégrité 
pariétale ainsi que pour la migration nucléaire (Suzuki M. et coll., 2004). La délétion du gène 
JNM1 est synthétique létale avec la délétion CIN8 (Tong A. H. et coll., 2004). De plus, les 
mutants Δjnm1 et Δcin8, sont sensibles à la rapamycine, phénotype liée à la voie de 
signalisation TOR (Target Of Rapamycine) (Choi J. H. et coll., 2000).  
Le troisième groupe de protéines identifiées comprend trois protéines cytosoliques (Ubc1, 
Asc1 et Gvp36) qui pourraient être impliquées dans l’activité et la stabilité de Knr4. Plusieurs 
protéines du système de l’ubiquitine ont été identifiées après les analyses par spectrométrie de 
masse, mais nous n’avons retenu que la protéine Ubc1 comme un partenaire de Knr4 car elle a 
été retrouvée deux fois avec des scores raisonnables. Ubc1 est une enzyme de liaison de 
l’ubiquitine impliquée dans la dégradation sélective de plusieurs protéines à courte durée de 
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vie chez les cellules eucaryotes. Cette dégradation est dirigée par le système de l’ubiquitine 
dans lequel différentes enzymes sont impliquées (Seufert W. et Jentsch S., 1990). Dans ce 
système, après ligation covalente avec l’ubiquitine, les protéines sont dégradées par un 
complexe multi-protéases localisé dans le cytoplasme et le noyau appelé le protéasome 26S. 
La dégradation sélective est programmée par l’action plusieurs protéines régulatrices 
impliquées dans le cycle cellulaire, tels que les cyclines. Il a été démontré que les protéines à 
courte durée de vie contiennent généralement des régions riches en prolines, acides 
glutamiques, sérines et thréonines, appelés les régions PEST (Rechsteiner M. et Rogers S. W., 
1996; Rogers S. et coll., 1986). Ces séquences PEST contrôlent l’ubiquitination de protéines 
régulatrices à courte durée de vie telles que par exemple les cyclines de la phase G1 dans la 
levure et les cellules de mammifères. Plus précisément, c’est la phosphorylation de certains 
résidus sérine ou thréonine spécifiques situés dans les régions PEST de ces cyclines qui 
entraîne leur reconnaissance et leur destruction par la voie du protéasome–ubiquitine (Lanker 
S. et coll., 1996; Willems A. R. et coll., 1996). La séquence de Knr4 contient 5 motifs PEST. 
La présence de ces 5 éléments dans la protéine Knr4 permet donc d’envisager pour cette 
protéine un temps de vie assez court, éventuellement régulé par la phosphorylation des résidus 
clés des séquences PEST par différentes kinases.  
Asc1 est une protéine ribosomale de 40S, impliquée dans l’efficacité de la 
transcription et la taille de cellule. La délétion de ce gène est synthétique létale avec plusieurs 
délétions des gènes liés à la paroi cellulaire (Δchs3, Δchs5, Δknr4, Δkre11, Δzuo1 et Δkrr1) 
(Lesage G. et coll., 2004). D’autre part, il a été montré que le niveau de l’ARNm de ASC1 est 
fortement diminué après un shift en condition d’osmolarité élevé et que le mutant asc1Δ 
présente une hypersensibilité à la toxin killer K1 (Page N. et coll., 2003), au même titre que 
knr4Δ. Ce dernier phénotype pourait être dû aux pertes des interactions de cette protéine avec 
les protéines de paroi y compris Knr4, rendant ces dernières instables. 
La protéine Gvp36 a été également identifiée dans la fraction Knr4-TAP. La fonction 
de cette protéine n’a pas encore été élucidée, bien qu’il est connu que la surproduction de 
Gvp36 provoque un arrêt du cycle cellulaire à la fin de la phase M (Stevenson L. F. et coll., 
2001). Il semble qu’elle se localise dans l’appareil de Golgi-ER (Huh W. K. et coll., 2003). 
4.2.6 Tests phénotypiques des mutants des gènes codant pour les protéines 
co-purifiées avec Knr4 par TAP-tag. 
L’association des protéines dans un système complexe peut suggérer que chacun des 
partenaires du complexe puisse être impliqué dans une fonction commune. Un moyen indirect 
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permettant la vérification de cette hypothèse est d’examiner le phénotype obtenu après la 
délétion de chaque gène codant pour chacune de ces protéines. Les mutants de délétion de 
certains des ces gènes ont été sélectionnés afin d’étudier leur sensibilité aux différentes 
drogues perturbant la paroi cellulaire de la levure. Le but de ce test est de comparer la 
sensibilité de ces mutants par rapport au mutant knr4 (Figure 34). 
Comme le montre la figure 34, nous observons que les mutants de délétion des gènes 
JNM1 et CIN8 présentent une sensibilité comparable à celle du mutant knr4Δ sur la plupart 
des tests effectués, sauf sur le test de sensibilité à la température à 38°C et à la caféine, pour 
lequel jnm1Δ présente une résistance comparable à la souche BY4741. Une sensibilité du 
mutant cin8Δ à la caféine a été mise en évidence auparavant (de Jesus Ferreira M. C. et coll., 
2001), et elle a été également constatée dans notre analyse. En ce qui concerne le mutant 
bud6Δ, il ne présente aucune différence significative de sensibilité par rapport à la souche 
sauvage BY4741. Le mutant slt2Δ montre une sensibilité importante à la caféine, ce qui est en 
accord avec des résultats déjà montrés (Martin H. et coll., 1996). Par contre, il a été montré 
que le mutant slt2Δ est sensible à la température, ce que nous n’avons pas observé dans notre 
mutant. Etonnamment, nous avons observé que le mutant slt2Δ est aussi résistant au SDS. En 
revanche, les trois mutants cin8Δ, jnm1Δ et knr4Δ révèlent une sensibilité équivalente au 
SDS. (Table 21). 
 
 SDS 
0,05% 
CFW 
25µg/ml 
Caféine 
2mg/ml 
Rouge congo
100µg/ml 
Acide sorbique 
1mM (pH4 ?5) 
Température
38°C 
By4741 +++ +++ +++ +++ +++ ++ 
Δknr4 - - + - + - 
Δslt2 ++ - - - +++ - 
Δbud6 - + ++ ++ +++ ++ 
Δcin8 - - + - ++ - 
Δjnm1 - - +++ + + ++ 
Δasc1 - - + - ++ ++ 
Δbem2 - ++ + ++ +++ - 
Tableau 21: Score des mutants de levure délétés pour les gènes dont les produits ont été co-
purifiés avec Knr4 par l’approche de TAP-tag. 
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BY4741
Δ bud6
Δ knr4
Δ rom1
Δ bem2
Δ mnn4
Δ cin8
Δ jnm1
Δ slt2
Acide Sorbique 
1mM (pH4,5)
1/1   1/10   1/100   1/1000  
Caféine
2mg/ml
1/1   1/10   1/100   1/1000  1/1   1/10   1/100   1/1000  
CFW 0.025mgml Congo Red
0,1mg/ml
1/1   1/10   1/100   1/1000  
Contrôle SDS
0,05%
Température 
38°C
1/1   1/10   1/100   1/1000  1/1   1/10   1/100   1/1000  1/1   1/10   1/100   1/1000  
BY4741
Δ bud6
Δ knr4
Δ rom1
Δ bem2
Δ mnn4
Δ cin8
Δ jnm1
Δ slt2
 
Figure 34: Tests de sensibilité au Calcofluor (CFW), rouge congo (rouge Congo) , Acide 
sorbique, SDS, caféine, des souches de levure délétées pour certains gènes dont les produits ont 
été identifiés par TAP-tag. Les souches contrôles et mutantes ont été mises en culture dans du milieu 
liquide YNB toute une nuit jusqu'à la fin de la phase exponentielle de croissance (DO530 = 2,0). Les 
cellules sont alors recoltées par centrifugation puis reprises dans de l’eau stérile à la DO530 = 8,0 et  
déposées à différentes dilutions sur le milieu solide. 
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4.2.7 Discussion  
4.2.7.1 Les différentes méthodes de recherche des partenaires protéiques : 
avantages, inconvénients et complémentarité. 
Depuis ces quatre dernières années, les études visant à identifier des interactions 
protéiques physiques, directes ou indirectes chez la levure, se sont multipliées. Ainsi, deux 
groupes ont principalement contribué à l’identification de plus de 5000 interactions par la 
technique du double-hybride impliquant plus des deux tiers du protéome de S.cerevisiae (Ito 
T. et coll., 2001; Uetz P. et Hughes R. E., 2000). D’autre part, deux autres études utilisant la 
technique TAP-tag pour identifier des complexes associés à des protéines étiquetées ont 
grandement contribué à la mise en évidence d’interactions physiques entre quelques 6000 
protéines de la levure S.cerevisiae (Gavin A. C. et coll., 2002; Ho Y. et coll., 2002). Ainsi, 
plus de 1300 protéines de levure ont été utilisées comme « appât » lors de ces deux études. La 
publication de ces résultats a généré une somme considérable de données. 
Les questions qui se posent sont évidemment de savoir dans quelle mesure les données 
issues de ces expériences à grande échelle et présentes dans les banques sont fiables. 
Devons nous considérer ces données comme exhaustives ?  
Sans doute pas et ce pour plusieurs raisons. Nous remarquons que chacune des 
approches utilisées pour la recherche des interactions protéines-protéines (double-hybride, 
TAP-tag et létalité synthétique) présente des avantages et des inconvénients. De plus, le faible 
taux de recouvrement des données issues des différents cribles suggère que ceux ci sont loin 
du niveau de saturation. 
Les interactions de type synthétiques létales sont basées sur le fait que la délétion 
simultanée de deux gènes est létale, tandis que la délétion indépendante de chacun d’entre eux 
ne l’est pas. Ces interactions génétiques ne sont pas forcément l’indication d’une interaction 
protéique directe. Elles peuvent se produire entre deux gènes de la même voie ou de deux 
voies indépendantes. Des analyses systématiques de la létalité synthétique à grande échelle 
ont été réalisées (Tong A. H. et coll., 2004). L’un des énormes avantages mais aussi ce qui en 
constitue une complication en terme d’interprétation biologique de ces analyses, est qu’un 
grand nombre d’interactions génétiques pour un gène sont identifiées sans que ces résultats 
puissent être validés par une analyse de tétrades. De plus, les analyses de la létalité 
synthétique ne sont valables que pour les gènes non-essentiels, ce qui limite l’utilisation de 
cette approche.  
La technique de double hybride étant basée sur l’activation transcriptionnelle, elle 
nécessite de forcer les interactions entre deux protéines à se faire dans le noyau. Ceci peut 
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conduire à l’identification d’un nombre important de faux positifs et faux négatifs. De plus, la 
détection de deux protéines à la fois présente une limitation de cette méthode. En effet, 
certaines protéines interagissent sous forme de complexes de plus de 2 protéines et l’approche 
de double-hybride ne permet pas d’identifier toutes ces protéines. Il est important de 
remarquer que cette méthode détecte les interactions physiques binaires y compris les 
interactions avec des protéines qui sont en faible concentration dans la cellule, interactions qui 
ne sont pas forcément détectées par l’approche de TAP-tag. Par conséquent, les interactions 
protéiques identifiées par le système de double-hybride nécessitent une complémentation par 
d’autres méthodes. Par rapport à la méthode de double-hybride qui permet d’identifier une 
interaction entre deux protéines, la méthode de purification par affinité (TAP-tag) couplée 
avec la spectrométrie de masse offre certains avantages majeurs. Cette méthode permet de 
déterminer des complexes protéiques à l’échelle de cellules entières. De plus, l’approche de 
TAP-tag permet de minimiser les interférences stériques possibles car seule la protéine 
étudiée est exprimée comme une protéine de fusion (Drewes G. et Bouwmeester T., 2003). 
L’intégration de la méthode de létalité synthétique avec les autres approches (double-hybride 
et TAP-tag) permet une meilleure compréhension du rôle d’une protéine et d’établir une carte 
représentant le réseau de ses partenaires protéiques.  
 
Toutes les interactions identifiées reflétent-elles la réalité physiologique ?  
Il est assez difficile de répondre à cette question. On peut imaginer que certains 
facteurs fortement exprimés pourraient « contaminer » certaines préparations. Nous 
remarquons que l’approche TAP-tag présente deux difficultés majeures. La première est de se 
débarrasser difficilement des interactions non-spécifiques. Bien que la méthode du TAP-tag 
soit basée sur une purification en deux étapes successives (Honey S. et coll., 2001; Rigaut G. 
et coll., 1999) qui permet l’élimination d’un maximum de contaminants, nous remarquons que 
tous les contaminants n’ont pas été éliminés. Ces contaminants sont des protéines cellulaires 
abondantes comme les protéines de la glycolyse, du cytosquelette et les chaperones (Gavin A. 
C. et coll., 2002). Il est souvent difficile de conclure si ces "contaminants" détectés sont de 
vrais partenaires ou s’ils sont des artéfacts. Le second problème est celui de la faible affinité 
entre les partenaires et la difficulté pour identifier les protéines peu abondantes. Ce genre de 
problèmes peut conduire à la perte de certaines interactions. De plus, l’approche de TAP-tag 
est extrêmement dépendante du traitement du gel après les purifications (excision des bandes) 
et de la précision de la spectrométrie de masse utilisée (Dziembowski A. et Seraphin B., 
2004). C’est le cas par exemple de l’interaction de Slt2 avec Knr4 par le TAP-tag. Cette 
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interaction a été démontrée par un Western-blot mais nous n’avons pas été capables de le 
retrouver dans nos bandes du gel obtenu dans la fraction Tap-tag purifiée, probablement parce 
que nous n’avons retenu que les bandes visibles sur le gel. Nous aurions pu effectuer un 
séquençage directement sur la fraction éluée. De plus, il est vraisemblable que si les 
interactions de Knr4 avec certains de ses partenaires sont transitoires ou faibles, ces 
partenaires peuvent également avoir échappé à notre analyse. Cependant, un lavage très 
abondant de la colonne du TAP-tag lors de la purification est tout de même intéressant car il 
permet de diminuer le nombre des protéines non-spécifiques identifiées, ce qui, par 
conséquent, peut permettre une meilleure identification de tous les candidats potentiels. 
Il faudra donc se méfier lors de la sélection des candidats, car il n’est pas exclu que 
certaines protéines exprimées à un taux plus faible puissent aussi « contaminer » une 
préparation. D’où l’importance de mettre plusieurs paramètres de filtration permettant la 
sélection de "vrais" partenaires. Pour cela nous avons imposé plusieurs facteurs permettant 
l’élimination de certaines protéines considérées comme non-spécifiques, ces facteurs ont 
également permis de confirmer l’interaction des protéines sélectionnées comme partenaires 
avec Knr4. Il s’agit d’une part de vérifier leur abondance cellulaire, car la plupart des 
protéines non-spécifiques ont une abondance cellulaire assez élevée, et d’autre part, de savoir 
si ces partenaires ont la même localisation cellulaire ou une fonction commune et de savoir 
s’ils ont des partenaires protéiques communs (Cho S. et coll., 2004; Deane C. M. et coll., 
2002; Jansen R. et coll., 2002). Nous avons constaté que certains gènes dont les délétions sont 
synthétiques létales avec la délétion de KNR4, ont été identifiés après séquençage, mais, le 
faible score de recouvrement de ces protéines nous a empêché de retenir ces protéines comme 
des candidats potentiels avec Knr4. Ces protéines sont impliquées dans la même fonction que 
Knr4 et leur localisation cellulaire est comparable à celle de Knr4.  
 
Recouvrement entre les méthodes de l’interaction protéine-protéine. 
Les résultats obtenus par la méthode de TAP-tag donnent une vue globale du réseau 
d’interaction au centre duquel se trouve Knr4. Cette vue globale de l’interactome de Knr4 
représente des résultats obtenus par l’approche de double-hybride, un crible génétique de 
létalité synthétique et le TAP-tag (Dagkessamanskaia A. et coll., 2001; Lesage G. et coll., 
2004; Uetz P. et coll., 2000). Ces trois approches se complémentent permettant l’obtention 
d’une vue d’ensemble des partenaires de Knr4 (Figure 35). 
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Régulation et Synthèse de la paroi cellulaire
Polarité/ Bourgeonnement/ Sécretion
Transcription/ Stress
Cycle cellulaire/ mitose 
Autre
Tys1
Rpc40
Two hybrid
(10)
Bck2
Cin5
YMR262c
Swi4
Syntheticlethal
(82)
Pfk2
Tyr1
Ctf8
Ctf4
Arp1
Myo2
Iki3
Rpa14
Mid2
Chs3
Bck1
Swf1
Rom2
Cwh41Chs7
Slg1
Chs4
Chs6
Gas1
Pkc1
Bni1
Cla4
Bni4
Spa2
Elm1
Ccz1
Sbe2
Rvs167
TAP- tag
(9)
Gvp36
Ubc1
Pil1
Bud6
Asc1
Pda1
Jnm1
Bas1
Cin8
Slt2
Asc1
Rlm1
 
 
Figure 35 : Recouvrement entre les méthodes de létalité synthétique, double-hybride et les 
données de TAP-tag. Pour simplifier l’image, seuls certains gènes représentatifs du crible 
synthétique létal (Lesage G. et coll., 2004) sont présentés. 
Nous avons remarqué comme attendu un faible recouvrement entre ces trois 
approches, car chaque méthode possède ses propres biais techniques (Hazbun T. R. et coll., 
2003; von Mering C. et coll., 2002). Nous pouvons constater d’après les résultats obtenus par 
l’approche de double hybride, que six partenaires protéiques de Knr4 sur dix sont des 
protéines nucléaires. Les protéines Tys1 et Pda1 sont des protéines cytosoliques abondantes. 
Malgré le fait que Tys1 ait été isolé par la méthode de double hybride d’une façon très 
fréquente avec Knr4, cette protéine n’a pas été identifiée par l’approche de TAP-tag. Une 
raison possible de cet échec est due au fait que l’interaction entre Knr4 et Tys1 pourrait n’être 
fonctionnelle que lors de la formation des spores, comme suggéré précédemment, ces deux 
protéines étant impliquées dans la formation de dityrosine pendant la sporulation. D’autre 
part, une analyse génétique globale de type létalité synthétique (Lesage G. et coll., 2004; 
Tong A. H. et coll., 2004) a été réalisée. Ce crible a permis l’identification d’un grand nombre 
de gènes dont les délétions sont synthétiques létales avec la délétion de KNR4. Du fait que 
cette méthode est indépendante de l’abondance ou de la localisation cellulaire des protéines, 
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82 délétions létales avec la délétion de KNR4 ont été identifiées. Des gènes codant pour des 
protéines de la paroi cellulaire ou des protéines membranaires ont été identifiées (Cwh41, 
Chs3, Chs4, Chs7, Wsc1, Mid2, etc). Ces protéines n’ont pas été retrouvées par l’approche de 
TAP-tag, peut être parce que certaines n’ont sans doute pas de raison d’interagir avec Knr4, et 
surtout parce que la fraction membranaire a été éliminée au cours de l’étape de centrifugation 
dans la technique TAP-tag. De plus, le crible de létalité synthétique a également permis 
l’identification de gènes codant pour des protéines impliquées dans la polarité cellulaire et 
l’émergence du bourgeon (Spa2, Bni4, Bck1, Cla4, Bem1, Bni1, etc), ainsi que pour des 
protéines impliquées dans la mitose (Arp1, Cf8, Ctf4, Myo2, Swi4, Swi6, etc). L’abondance 
de ces protéines est 5 à 10 fois inférieure à celle de Knr4 dans la cellule (Huh W. K. et coll., 
2003) ; cette faible abondance a pu empêcher leur détection par MS/MS. 
 Dans cette étude apparaît toutefois la protéine Slt2 qui est la seule protéine identifiée 
par les trois méthodes (double-hybride, synthétique létal et le TAP-tag), ce qui permet de 
confirmer définitivement l’implication de Knr4 dans l’activité de la voie de l’intégrité 
pariétale Pkc1-Slt2. D’autre part, l’identification de Jnm1, un composant du complexe de 
dynactine, impliqué dans le point de contrôle de la paroi cellulaire (Suzuki M. et coll., 2004), 
comme partenaire de la protéine Knr4 par deux approches indépendantes, peut appuyer nos 
résultats précédents obtenus (Martin-Yken H. et coll., 2002a), suggérant que Knr4 soit 
impliqué dans la progression du cycle cellulaire. 
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4.3 Etude préliminaire structure-fonction de la protéine Knr4. 
4.3.1 Recherche des domaines de Knr4 impliqués dans son interaction avec 
certains de ses partenaires identifiés par le système double hybride. 
 La structure tridimensionnelle de la protéine Knr4 est inconnue, et il est impossible de 
la prévoir d’après sa séquence car elle n’appartient  à aucune famille de protéines de structure 
connue (Herman Van Tilbeurgh, communication personnelle). Nous avons entrepris de 
découper KNR4 en plusieurs fragments. L’analyse de la séquence de Knr4 par le logiciel 
"SMART"a permis de mettre en évidence deux régions "Coiled-coil" putatifs sur la partie C-
terminale de cette protéine (Figure. 36). Nous espérons en "découpant" Knr4 pouvoir d’une 
part mieux comprendre la nature de l’interaction de Knr4 avec ses partenaires et plus 
particulièrement avec les protéines identifiées au préalable par la méthode double-hybride qui 
à côté de Tys1 et Slt2 comprend aussi Bas1 (Uetz P. et coll., 2000), Pda1 (Ito T. et coll., 
2001) et Rpc40, et pour lesquelles un rôle physiologique de l’interaction avec Knr4 est 
difficile à proposer  
 Nous avons réalisé des délétions progressives du cadre ouvert de lecture de KNR4 
pour obtenir cinq fragments de KNR4 (Figure 36). Ces fragments ainsi que KNR4 entier ont 
été clonés dans un plasmide double hybride pODB80 en phase avec le domaine de fixation à 
l’ADN de Gal4. Il est a noter que à part la construction pODB80-KNR4 complet, les autres 
constructions ne permettent pas une complémentation fonctionnelle chez un mutant knr4Δ. En 
parallèle, tous les gènes dont les produits ont été identifiés comme des partenaires de Knr4 par 
la méthode de double hybride, ont été introduits dans le plasmide pGAL424 de fusion de 
double hybride en phase avec le domaine d’activation de la transcription par Gal4. 
 146
  Résultats et Discussion 
 
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
D 1- 253
F 122- 378
C 122 - 505
A 247 - 505
KNR4
B 372 - 505
(      ) Coiled coil ( ) Low complexity(      ) Coiled coil
XX
XX
XX
XX
( XX ) Deux résidus de sérines phosphorylées in vivo Ser 201/Ser 203 
 
Figure 36: Schéma représentant les différents domaines tronqués de KNR4 clonés dans le 
plasmide de double-hybride pOBD-80. Les positionnements possibles des régions Coiled-coil et 
des zones de "Low-complexity" sont prédits par SMART. 
Nous avons transformé la souche hôte pJ69-4A par une paire de plasmides. Ces paires 
comportent chacune un plasmide pODB80 contenant le gène KNR4 entier ou un de ses 
fragments et la plasmide pGAL424 exprimant TYS1, PDA1, CIN5 ou SLT2. On a étudié 
l’interaction entre les 2 fusions en suivant l’expression des trois gènes rapporteurs de la 
souche hôte, et deux expériences indépendantes ont été réalisées afin de mesurer l’activité β-
galactosidase sur des échantillons prélevés en phase exponentielle de croissance (DO600 = 1). 
Le tableau 23 montre les résultats de la quantification pour chaque interaction. 
Nous observons (Tableau 22) que la protéine Tys1 montre une interaction très forte 
avec Knr4 complet, et que cette interaction est attribuée à la partie N-terminale de la protéine 
Knr4 (résidus 1 à 122). Cette région N-terminale montre une interaction également forte avec 
la protéine Bck2, alors que cette interaction est 2 fois moins forte si elle a lieu avec la protéine 
Knr4 complète et Bck2. Par contre, nous observons que les régions d’interaction des protéines 
Slt2, Pkc1 et Cin5 sont plutôt localisées entre les résidus 122 et 253 de Knr4. Enfin, il est 
montré que la région qui se trouve entre les résidus 257 et 372 de Knr4 est spécifique pour 
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l’interaction avec Pda1. Dans la partie de Knr4 qui est montre ces interactions, se trouvent 
deux résidus de sérines identifiés comme phosphorylés "in vivo" (Ficarro S. B. et coll., 2002).. 
 
Appât dans pOBD80 (domaine de fixation de Gal4) Proie dans pGAD424 
(domaine d’activation 
de GAL4) 
POBD80 
(vide) 
KNR4 
(1-505) 
D  
(1-253) 
F  
(122-253) 
C  
(122-505) 
A  
(247-505) 
B  
(372-505) 
Vide 5.0 4 3 4.5 6.5 10 4.5 
Tys1 9.2 104 143 3.5 6.7 9.7 7.4 
Pda1 7.3 36 4 9.5 17 21 4.5 
Cin5 20 33 nd 25 57 15 7.5 
Slt2 5.7 44 18 36 8 6.5 3.0 
Pkc1 6.2 6.4 5.6 4 22 9 4.9 
Rlm1 8.5 17 6 7 9 14.5 nd 
Bck2 6.5 27 53 6 9.8 12.6 5.6 
Tableau 22: Quantification de l’activité β-galactosidase (nmol/ min. mg protéine) entre les 
domaines de Knr4 et ses partenaires protéiques par l’approche de double-Hybride. 
4.3.2 Les deux résidus sérines Ser200 et Ser203 identifiés comme 
phosphorylés in-vivo ont-ils un rôle physiologique sur la 
phosphorylation de Knr4 ? 
La protéine Knr4 présente de nombreux sites consensus de phosphorylation par 
différentes kinases dont certaines sont impliquées dans la prolifération cellulaire et la 
morphogenèse. Ces sites comprennent : sept sites potentiels pour la CK2 (caséine kinase II), 
deux sites pour la protéine tyrosine kinase, un site pour la protéine kinase dépendante de la 
calmoduline et un pour la protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (PKA), six sites de 
phosphorylation potentiels pour la protéine kinase C (PKC). Parmi eux, il existe cinq sites 
localisés dans la partie C-terminale de la protéine Knr4 (déterminés par le ScanProsite 
algorithme, http://www.expasy.org/cgi-bin/scanprosite).  
D’une façon intéressante, les deux résidus de sérine qui ont été identifiés comme 
phosphorylés "in vivo"ne sont pas localisés sur ces sites potentiels de phosphorylation 
(Ficarro S. B. et coll., 2002). Par contre, ces deux résidus Ser 200 et Ser203 se trouvent dans 
un site consensus de type différent, un site potentiel de N- myristylation, localisé entre les 
résidus 189 et 206 de la protéine (SQQGLSHVTSTGSSSSMER). Ce type d’acylation qui se 
produit sur la partie N-terminale de la protéine, permet à la protéine de s’attacher à la 
membrane cellulaire par l’addition de l’acide gras saturé C14. (Towler D. A. et coll., 1988). 
Le fait que ces deux résidus se trouvent  loin de la partie N-terminale de la protéine Knr4, 
nous a conduit à penser que ce site n’est pas fonctionnel pour la myristylation.  
 148
  Résultats et Discussion 
Afin de comprendre le rôle éventuel de ces sites de phosphorylation et de leur 
contribution à la fonction de Knr4, nous avons remplacé les deux résidus sérine par deux 
résidus alanine par une mutagenèse dirigée, permettant d’obtenir le variant proteique 
Knr4(S200A-S203A). 
Le plasmide pOBD-KNR4(S200A-S203A) complémente partiellement le phénotype de KNR4. 
Le gène KNR4** portant la mutation qui conduit à la protéine Knr4S200AS203A a été 
cloné dans le plasmide de double hybride pOBD80 en phase avec le domaine de fixation de 
l’ADN de Gal4. Ensuite, nous avons vérifié la fonctionnalité de la protéine Knr4S200AS203A 
correspondante exprimée à partir de ce plasmide par tests de sensibilité à certaines drogues 
(blanc de calcuofluor (CFW) et acide sorbique) (Figure 37). Pour cela, le plasmide pOBD-
KNR4** a été transformé dans la souche HM13 (mutant knr4Δ). 
Résultats des tests 
 
HM13+pOBD80-KNR4**
HM13+pOBD80-KNR4**
HM13+pOBD80-KNR4
W303+pOBD80-KNR4
HM13+pOBD80(vide)
1/1   1/10   1/100   1/1000  
CFW 0.025mgmlContrôle
1/1   1/10   1/100   1/1000  
Acide sorbique
1mM
HM13+pOBD80-KNR4**
HM13+pOBD80-KNR4**
HM13+pOBD80-KNR4
W303+pOBD80-KNR4
HM13+pOBD80(vide)
1/1     1/10      1/100    1/1000 
Contrôle
pH(4,5)
1/1     1/10      1/100    1/1000 
Figure 37: Tests de sensibilité blanc de Calcuofluor (CFW) et acide sorbique de la souche HM13 
transformée par le plasmide pOBD80-KNR4(S200A-S203A).  
Nous observons que le plasmide (pOBD-KNR4(**)) complémente faiblement la croissance du 
mutant Δknr4 sur milieu contenant le blanc de Calcofluor et sur acide sorbique. Ces données 
suggèrent que la protéine de fusion Knr4(S200A-S203A)-BD(Gal4) n’est que partiellement 
fonctionnelle. Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette perte partielle de fonction : 
premièrement, le remplacement des sérines S200 et S203 par des alanines pourrait réduire 
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l’activité de Knr4, laquelle serait d’autant plus réduite que la construction force cette dernière 
à se localiser dans le noyau. 
4.3.2.1 L’interaction entre Knr4 mutée et les protéines Slt2, Bck2 et Tys1 
est fortement réduite. 
Comme décrit plus haut, nous avons répété les experiences de double hybride mais 
cette fois nous avons utilisé le plasmide pOBD-KNR4** en combinaison avec les plasmides 
suivants : pGAD-TYS1, pGAD-CIN5, pGAD-SLT2, pGAD-WSC1, pGAD-BCK2 et le 
plasmide vide pGAD. La souche Snf1-Snf4 a été utilisée comme un contrôle positif. 
 
 pGAD-
TYS1 
pGAD-
CIN5 
pGAD-
BCK2 
pGAD-
SLT2 
pGAD-
WSC1 
pGAD 
(vide) 
pOBD-KNR4 104 33 27 44 7 5 
pOBD-KNR4** 11 13 23 18 nd 5,5 
Tableau 23: l’interaction entre  Knr4**(pHM66) et certains partenaires. 
Nous observons dans le tableau 23 que la protéine Knr4(S200A-S203A) perd sa capacité 
d’interaction avec la protéine Tys1. D’autre part, nous constatons que l’interaction de Slt2 
avec Knr4(S200A-S203A) est 3 fois moins forte qu’avec la protéine Knr4 native. En revanche, 
nous n’avons pas observé de changement significatif concernant l’interaction entre la protéine 
Knr4** et la protéine Bck2 par rapport à celle obtenue avec la protéine native. Ce résultat 
montre que les sites de phosphorylation (S200A-S203-A) sont requis dans l’efficacité de 
l’interaction de Knr4 avec certains de ses partenaires.  
La mutation Knr4**(S200A-S203A) entraine-t-elle une modification de l’activité 
transcriptionnelle de la protéine Rlm1 ? 
La facteur de transcription Rlm1 est l’une des cibles directe de la MAP kinase Slt2, 
qui joue un rôle essentiel dans l’activation de nombreux gènes pariétaux tels que FKS1, FKS2, 
MNN1, KTR2, CHS3. Il a été récement montré que la présence de Knr4 est necéssaire à 
l’activation de Rlm1 par Slt2 (Martin-Yken H. et coll., 2003). Nous nous sommes intéressés à 
mettre en évidence l’effet physiologique de la protéine Knr4**(S200A-S203A)  sur l’activité 
transcriptionnelle de Rlm1. Afin de quantifier l’activité de Rlm1, le plasmide pHSP100 qui 
exprime la protéine de fusion lexA-Rlm1 permettant l’activation Rlm1-dépendante du gène 
rapporteur LacZ a été introduit dans la souche W303 (sauvage), la souche mutante HM13 
(Δknr4) ainsi que cette souche ayant eté transformée au préalable avec pFB1 (gène muté 
KNR4**) ou pHM38 (KNR4) 
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Activité β-galactosidase 
(nmol/mg.min protéines) 
Wt pRS316-pHSP100 85,17 
Δknr4 pRS316-pHSP100 24.41 
Δknr4 pHM38-pHSP100 83,90 
Δknr4 pFB1-pHSP100 111,38 
Tableau 24 : Quantification de l’activité β-galactosidase du facteur de transcription Rlm1. Cette 
analyse a été réalisée dans une souche Δknr4 transformée par le plasmide pFB1 portant le gène 
muté KNR4**  et le plasmide pHSP100 permettant de mesurer l’activité transcriptionnelle de 
Rlm1.  
Nos résultats montrent que dans le cas des contrôles réalisés, la souche W303 (KNR4+) 
tranformée par les plasmides pRS316 et pHSP100 montre une activité très proche de celle de 
la souche HM13 (Δknr4) transformée par le plasmide pHM38 exprimant KNR4 et le plasmide 
pHSP100. En accord avec nos précédents résultats (Martin-Yken et coll., 2003), cette activité 
est réduite de 4 fois dans la souche HM13 (Δknr4) transformée par le plasmide vide pRS316 
et le plasmide pHSP100. Cependant, nous observons que l’activité transcriptionnelle de Rlm1 
mesurée dans la souche HM13 (Δknr4) transformée par les plasmides pFB1 exprimant le 
variant Knr4(S200A-S203A)  et le plamside pHSP100 est équivalente à celle mesurée dans le cas 
de la souche la HM13 (Δknr4) qui exprime KNR4 (wild type). Ces résultats permettent de 
penser que l’interaction réduite (de 3 fois) entre Knr4(S200A-S203A)  et Slt2 (montré ci dessus), 
est toujours suffisante pour assurer l’activté de Rlm1. 
 
L’interaction entre Knr4(S200A-S203A) -Tys1 est-elle requise pour assurer une sporulation 
efficace ? 
Nous avons déjà montré que l’efficacité de la sporulation est réduite dans une souche diploïde 
homozygote Δknr4/Δknr4. Un test de l’efficacité de sporulation a été réalisé dans une souche 
Δknr4/Δknr4 transformée avec le plasmide pOBD80-knr4**(SS-AA). Nous avons constaté que 
l’efficacité de sporulation a été récupérée ce qui semble indiquer que l’interaction entre Knr4 
et Tys1 n’interviendrait pas sur cette efficacité  
4.3.2.2 Les deux résidus sérines Ser200 et Ser203 affectent-elle l’activité de 
Knr4 ? 
 Nous avons également cloné le gène muté KNR4** dans un plasmide centromérique 
pRS316, pemettant d’obtenir le plasmide pFB1 sous la dépendance du promoteur de KNR4. 
Nous nous sommes intéressés à savoir si cette construction complémente le phénotype de 
mutant knr4Δ. Pour cela, nous avons réalisé différents tests phénotypiques (sensibilité au 
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blanc de Calcuofluor, Rouge congo, SDS, Température, Acide sorbique, Figure 38)., réalisés 
dans deux fonds génétiques différents, l’un dans la souche AR27 transformée par le plasmide 
centromérique pRS316 et la souche HM10 interrompue dans le gène KNR4 transformée 
respectivement par les plasmide pRS316, pHM38 et le plasmide pFB1. L’autre fond 
génétique utilisé est la souche Euroscarf BY4741 sauvage (BY4741) et délétée pour le gène 
KNR4. 
Dans le cas du fond génétique AR27 , les tests montrent que pFB1 complémente 
relativement bien le phénotype de KNR4. Nous pouvons constater que sur le test au blanc de 
Calcofluor (plusieurs transformants sont testés), la souche HM10 transformée par le plasmide 
pFB1 pousse plus lentement que la souche HM10 transformée par le plasmide centromérique 
pHM38 (contrôle positif) et aussi moins vite que la souche AR27 transformée par le plasmide 
pRS316 (plasmide simple copie). Par contre, sur les autres tests, nous constatons que la 
souche HM10 transformée par le plasmide pFB1 pousse d’une façon comparable à celle des 
contrôles. Dans le fond génétique BY4741, l’allèle mutant de KNR4 complémente aussi les 
phénotypes de Δknr4 et les résultats obtenus sont similaires à ceux effectués dans le fond 
génétique de la souche AR27 (non montré).  
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 CFW 0.025mgml
1/1          1/10        1/100       1/1000  
AR27-pRS316
HM10+pHM38
HM10+pRS316
HM10+pFB1
HM10+pFB1
HM10+pFB1
HM10+pFB1
HM10+pFB1
1/1       1/10       1/100        1/1000  
Contrôle
1/1        1/10        1/100     1/1000  
Température 
38°C
1/1        1/10        1/100     1/1000  
Caféine 
2mg/ml
Congo Red
0,1mg/ml
1/1        1/10        1/100     1/1000  
AR27-pRS316
HM10+pRS316
HM10+pHM38
HM10+pFB1
HM10+pFB1
HM10+pFB1
1/1        1/10        1/100     1/1000  1/1        1/10        1/100     1/1000  
Acide Sorbique
1mM (pH4,5)
Contrôle 
(pH4,5)
AR27-pRS316
HM10+pRS316
HM10+pHM38
HM10+pFB1
HM10+pFB1
HM10+pFB1
Figure 38: Complémentation de la délétion knr4 par l’allèle mutant dans la souche AR27. La 
photographie est prise après 2 jours de croissance à 30°C. 
4.3.2.3 La mutation des sites de phosphorylation Ser200 et Ser203 n’affecte 
pas la localisation de la protéine Knr4. 
Dans le but de verifier la localisation du variant de la protéine Knr4(S200A,S203A), nous 
avons construit une protéine de fusion entre Knr4(S200A-S203A) et la GFP (Green Fluorescent 
Protein) (Chalfie M. et coll., 1994). La construction pHM64 (produisant Knr4(S200A-S203A)- 
GFP) est réalisée à partir du vecteur centomérique contenant GFP dans le plasmid pUG35. 
Dans un premier temps nous avons voulu tester l’expression de la protéine Knr4 dans le 
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plasmide pHM64. Pour cela, la souche diploïde W303-2N a été transformée par le plasmide 
pHM64 et par le plasmide pUG35. 
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Figure 39 : Vérification de l’expression de la fusion Knr4**-GFP. Un western-blot a été réalisé, 
A- la membrane a été révélée en utilisant des anticorps anti-Knr4. B- la membrane a été révélée 
en utilisant des anticorps anti-GFP. 
Nous avons également transformé la souche HM1315 (Δknr4/Δknr4) interrompue pour le 
gène KNR4 par le plasmide pHM64 et le plasmide pUG35. Un Western-blot a été réalisé pour 
tester l’expression de la protéine Knr4** dans ces souches (Figure 39). Comme indiqué à la 
figure 39, les anticorps anti-GFP et anti-Knr4 reconnaissent bien la protéine mutée Knr4** 
fusionnée à GFP, et que cette construction complémente les phénotypes du mutant knr4D vis 
à vis de la sensibilité au blanc de calcofluor et de la temperature 38°C (Figure 40).  
 
1/1000     1/100   1/10   1/1 1/1000     1/100   1/10   1/1 1/1000     1/100   1/10   1/1 1/1000     1/100   1/10   1/1
W303-2N+pUG35
W303-2N+pHM64
HM1315+pUG35
HM1315+pHM64
YPD + CFW(0.1mg/ml)Contrôle YPD (30°C) YPD 38°C YPD+ Sorbitol 38°C 
 
Figure 40 : Test de sensibilité au blanc de calcofluor (CFW) et à la température 38°C de la 
souche HM1315(Δknr4) transformée par le plasmide pHM64 portant la fusion Knr4(S200A-S203A)-
GFP. 
Enfin, l’observation en microscopie des cellules HM1315 transformées par le 
plamside pHM64 exprimant la protéine de fusion Knr4(S200A-S203A)-GFP a permis de constater 
que la localisation de la protéine de fusion Knr4(S200A-S203A)-GFP est comparable à celle de la 
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protéine sauvage. Ainsi, dans les deux cas nous observons dans les cellules sans bourgeon des 
taches vertes aux endroits présumés de l’emergence du bourgeon, et dans les cellules en 
division, au niveau du col du bourgeon (Figure 41). 
 
 
Figure 41 : La localisation de Knr4-GFP (panneau de gauche) et de Knr4(S200A-S203A)-GFP –
(panneau de droite) est observée dans le cytoplasme et au col du bourgeon. L’observation des 
cellules a été réalisée par la microscopie de fluorescence. 
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4.3.3 Discussion 
Les résultats que nous avons obtenus concernant l’étude des domaines de Knr4 
d’interaction avec certains de ses partenaires, indiquent que les régions de Knr4 impliquées 
dans ces interactions sont réparties sur les deux tiers du côté N-terminal de Knr4. La partie C-
terminale localisée entre les résidus 372 et 505aa contenant les deux régions putatives 
« coiled-coil », n’est pas impliquée dans ces interactions. D’une façon intéressante, il a été 
constaté que dans la partie de Knr4 qui est nécessaire à la plupart de ces interactions, se 
trouvent en amont ou au voisinage des deux résidus de sérines identifiés comme phosphorylés 
"in vivo" (Figure 42).  
 
 
Pda1Pd pCin5Ci p
Slt2p
Pkc1p
Bck2Bc p
Tys1Tys p
XX
Figure 42 : Vue globale des différents fragments délétés de KNR4 montrant les domaines de 
Knr4 impliqués dans son interaction avec ses partenaires. 
Il est à noter que les deux sérines S200 et S203 sont localisées précisément dans la région de 
"low complexity" prédite par "SMART". Ces régions séparent habituellement deux domaines 
d’une protéine. La localisation de ces deux sérines les rendent donc probablement plus 
accessibles à la phosphorylation. Par contre, elle les rend moins susceptibles d’être à 
l’intérieur d’un site actif, et donc d’être moins impliquées dans la fonction de Knr4. Il est 
possible que la mutation à ces sites de phosphorylation affecte la conformation de la protéine 
Knr4, empêchant ainsi son interaction avec certains de ses partenaires. 
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5 Conclusion générale et perspectives. 
Le gène KNR4 avait initialement été cloné par complémentation d'un mutant résistant à la 
toxine killer K9. Le gène KNR4 code une protéine soluble, présentant 5 domaines PEST 
impliqués dans la dégradation rapide des protéines, et de nombreux sites potentiels de 
phosphorylation par différentes kinases. Sa délétion entraîne de fortes variations de la teneur 
en β(1,3) glucanes et en chitine dans la paroi. Cette protéine est localisée au niveau du col de 
bourgeon entre les cellules mères et filles dans les cellules en division (Martin H.et coll., 
1999, Hu W.K. et coll., 2002). La disruption de KNR4 engendre des phénotypes 
caractéristiques des mutants de la paroi: augmentation de la sensibilité cellulaire au SDS, 
sensibilité au calcofluor blanc, acide sorbique et la caspofungine. La disruption du gène KNR4 
provoque un arrêt de croissance à 37°C, remédiable en présence d'un stabilisateur osmotique 
dans le milieu. De plus, la perte de cette protéine provoque une déficience dans la sporulation.  
Cette thèse a été consacrée à l’étude fonctionnelle de Knr4, et plus particulièrement, à la 
recherche de ses partenaires protéiques principalement par les approches de double-hybride et 
de purification par affinité (TAP-tag). Nos résultats présentés ont apporté quelques réponses 
concernant la fonction et la structure de Knr4. Cependant, malgré toutes ces données 
biochimiques et génétiques, le rôle de Knr4 dans la synthèse de la paroi n’est toujours pas 
beaucoup plus clair, bien que des arguments décisifs pour affirmer que cette protéine est 
impliquée dans la coordination entre la synthèse de la paroi cellulaire et le processus de 
bourgeonnement ont été présentés. Et donc la question brulante qui demeure est ‘comment’ 
exerce-t-elle cette fonction avec ses partenaires ?  
5.1 La structure atypique et l’instabilité de la protéine Knr4 sont-elles des 
avantages fonctionnels ? 
 Les analyses en Western Blot comparées à celle de RT-PCR quantitative nous ont 
permis de mettre en évidence que Knr4 est soumise à une dégradation importante à l’entrée 
des cellules en phase diauxique sur milieu YPD. Le mécanisme sous-jacent à cette rapide 
dégradration reste à élucider. Toutefois, nos analyses "in silico" de Knr4 utilisant différents 
logiciels disponibles sur Internet indiquent que Knr4 est une proteine peu structurée. De plus, 
il est impossible de déduire la structure 3D de la protéine. Nous cherchons actuellement à 
cristalliser Knr4 par ‘petits’ fragments afin d’en établir une probable structure 3D ( 
collaboration avec le Pr Van Tilbeurgh de la plate-forme de génomique structurale d’Orsay-
Gif sur Yvette). Les résultats préliminaires que nous avons obtenus en étudiant les 
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interactions des différents fragments de la protéine tronquée Knr4 avec plusieurs de ses 
partenaires laissent à penser que une structure désorganisée atypique mais interessante pour 
accomplir diverses interactions fonctionnelles. Donc, il est tout à fait possible que Knr4 soit 
une protéine de type « scaffold » assurant la mise en contact d’autres protéines devant 
interagir entre elles dans une voie de transmission du signal. Ainsi, la cristallisation de la 
protéine Knr4 pourrait être complémentée par une analyse utilisant la RMN, sur des 
fragments ciblés, comme notamment le fragment N et C-terminal. Ces analyses peuvent 
permettre d’étudier la protéine Knr4 en solution, ce qu’on ne peut pas observer par la 
cristallisation de cette protéine.  
 L’une des spécificités de la séquence de Knr4 est la présence de 5 régions PEST, 
caractéristiques des protéines à courte durée de vie. Ces régions sont reconnues par le 
complexe Ubiquitine-protéasome qui assure leur dégradation. Knr4 étant dégradée très 
rapidement, il est possible qu’elle soit une cible de ce complexe. Plusieurs techniques sont 
envisagées pour déterminer si Knr4 est effectivement ubiquitinylée in vivo, et dans quelles 
conditions. Répondre à ces questions nous permettra de comprendre si Knr4 a effectivement 
une fonction de régulation fine, qui implique que cette protéine n’est présente dans la cellule 
que de façon temporaire, en réponse à un signal ou à un moment précis du cycle cellulaire. 
Une étude utilisant différentes souches portant chacune des délétions simples ou doubles des 
gènes de l’ubiquitine Δubc (Δubc1, Δuba1, Δubc5/ubc6 et Δubc4/ubc5) est en cours. De plus, 
il est envisagé de réaliser une mutagenèse dirigée sur ces régions PEST et d’analyser la durée 
de vie de ces protéines modifiées et les phénotypes associés. 
5.2 Réseau de l’interactome de Knr4, le lien entre synthèse de la paroi 
cellulaire et le bourgeonnement pendant la croissance cellulaire. 
Les données obtenues par l’approche de double hybride et la purification par affinité 
(TAP-tag) ont permis d’obtenir une meilleure compréhension concernant le rôle de la protéine 
Knr4. Comme attendu, nous avons observé que le recouvrement entre les 3 méthodes (TAP-
tag, double-hybride et le crible de la létalité synthétique) est assez faible. Cependant, les 
résultats de ces trois méthodes ramènent au même processus biologique dans lequel Knr4 est 
impliquée. L’ensemble des protéines identifiées comme partenaires de Knr4 a permis d’établir 
une carte d’un réseau d’interactions "in vivo" rassemblant tous les partenaires protéiques de 
Knr4 (Figure 43).  
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Figure 43 : Réseau de l’interaction de Knr4. Ce schéma regroupe les résultats des approches  
‘physiques’ d’interaction (TAPtag et double hybride) identifiés avec Knr4. 
Sur ce schéma, on peut proposer que Knr4 joue un rôle de connecteur physique entre la voie 
de l’intégrité pariétale Pkc1 et le complexe du polarisome (Bni1, Bud6, Spa2, Pea2 et 
Rvs167), dont la fonction principale est de stimuler la croissance cellulaire polarisée (Pruyne 
D. et Bretscher A., 2000a; Sheu Y. J. et coll., 1998). Ce rôle de connexion de Knr4 n’est 
cependant pas essentiel. En effet, contrairement au mutant Δspa2, la perte de KNR4 ne 
provoque que de faibles phénotypes liés à la morphogenèse (van Drogen F. et Peter M., 2002) 
(base des données morphologiques de S.cerevisiae http://yeast.gi.k.u/tokyo.ac.jp/). De plus, 
du fait que les deux protéines Act1 et Bud6p interagissent fortement ensemble, il est possible 
que ces deux dernières puissent jouer un rôle de médiateur dans l’interaction entre la voie de 
signalisation cellulaire et le polarisome et que l’interaction de Knr4 avec une d’entre elles soit 
indirecte (Evangelista M. et coll., 1997; Fujiwara T. et coll., 1998; Sheu Y. J. et coll., 1998).  
D’autre part, l’interaction entre Knr4 et Jnm1 suggère une contribution de Knr4 dans 
les processus du point de contrôle de la synthèse de la paroi "cell wall integrity checkpoint"et 
la mitose. Jnm1 est un composant du complexe de dynactine dont l’implication dans ce 
processus a récemment été démontrée (Suzuki M. et coll., 2004). Plusieurs arguments sont en 
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faveur de cette hypothèse. Le premier est la régulation de l’expression de KNR4 au cours du 
cycle cellulaire. La présence dans le promoteur du gène KNR4 d’une boîte SCB d’activation 
de la transcription par le facteur de transcription SBF permet en effet de penser que son 
expression est activée à la transition G1/S du cycle cellulaire (Igual J. C. et coll., 1996). Le 
deuxième argument en faveur de l’implication de Knr4 dans le point de contrôle de la 
synthèse de la paroi cellulaire est le fait que les mutants knr4 sont sensibles à une température 
de 39°C (Fishel B. R. et coll., 1993), et s’arrêtent à la phase du petit bourgeon. Ce phénotype 
est très similaire à celui du mutant fks1ts, déficient pour l’activité β(1,3) glucane synthase à 
37°C (Suzuki M. et coll., 2004). De plus, ces résultats sont en accord avec les données 
montrant que la perte de fonction de KNR4 provoque une réduction de 50% de l’activité 
β(1,3) glucane synthase (Hong Z. et coll., 1994a). Un troisième argument, est le fait que le 
mutant Δjnm1 présente des phénotypes associés à la déficience de la paroi cellulaire. Ces 
phénotypes observés sont similaires à ceux de mutant Δknr4, et pourraient s’expliquer par une 
perte de l’interaction entre Knr4 et Jnm1. L’ensemble de ces arguments suggèrent que la 
protéine Knr4 peut jouer un rôle d’intermédiaire entre la voie de signalisation cellulaire et le 
« cell wall checkpoint ». Ce positionnement permettrait à la voie Pkc1-Slt2 de remédier à la 
déficience de la paroi cellulaire en stimulant l’activation des gènes régulateurs de la paroi 
cellulaire à travers les facteurs de transcription Rlm1 et SBF. En effet, Rlm1 joue un rôle 
essentiel dans l’activation de nombreux gènes pariétaux (Jung U. S. et Levin D. E., 1999). De 
son côté, le facteur de transcription SBF est un hétérodimère composé d’une sous-unité 
régulatrice, codée par le gène SWI6, et d’une sous-unité catalytique, Swi4p (Madden K. et 
coll., 1997). Les deux facteurs de transcription Swi4 et Swi6 activent l’expression des gènes 
de la transition G1/S du cycle cellulaire et en particulier les gènes CLN1 et CLN2. Ils activent 
également la transcription des gènes de synthèse de la paroi cellulaire (Igual J. C. et coll., 
1996; Iyer V. R. et coll., 2001). Autrement dit, cette activation permet de contourner le « cell 
wall integrity checkpoint » et la progression du cycle cellulaire.  
 Les analyses de l’interaction de Knr4 ont permis de mettre en évidence le réseau de 
l’interactome de Knr4. Etudier le sens de l’interaction d’une part, entre Knr4 et Slt2 et d’autre 
part de Knr4 avec la protéine Jnm1 pourra permettre de mieux comprendre sa fonction. Il sera 
envisageable de réaliser également une recherche des partenaires protéiques de Knr4 dans les 
conditions de sporulation, car il est possible que cette analyse permette de caractériser 
d’autres partenaires de Knr4. 
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Le mécanisme moléculaire de l’interaction entre Knr4 et la voie Pkc1-Slt2, Knr4 joue-t-
il un rôle de connecteur entre la voie de signalisation Pkc-Slt2 et le « cell wall integrity 
checkpoint » ? 
 Une étude approfondie permettant de mieux affiner le positionnement de Knr4 dans le 
contrôle de l’intégrité cellulaire est une priorité pour une meilleure compréhension du rôle de 
Knr4. Une interaction physique entre Knr4 et Slt2 a été mise en évidence (Martin-Yken H. et 
coll., 2003). Mais plusieurs questions restent sans réponse : Comment Knr4 dirige-t-elle la 
MAP kinase Slt2 vers l’une ou l’autre de ses cibles, et ce en réponse à quels signaux ? Knr4 
est-elle une sorte de « scaffolding protein », assurant un rôle de squelette, de structure, 
capable de mettre en contact (et dans la conformation adéquate), la MAP kinase et ses 
substrats ? Ou, à l’inverse, Knr4 modifie-t-elle Slt2, altérant ainsi l'affinité de la MAP kinase 
pour ses différents substrats ? Et, dans les deux cas, d’autres partenaires encore non-identifiés 
sont ils nécessaires à cette interaction ? Des expériences seront réalisées in vitro en incubant 
d’une part, Slt2 immunoprécipitée avec la protéine Knr4 purifiée, et d’autre part avec des 
extraits bruts de levures contrôle et inactivées pour le gène KNR4. Les substrats Rlm1 et SBF 
seront exprimés dans des systèmes hétérologues et purifiés, afin d’être utilisés dans ces essais. 
De plus, il serait intéressant de tester l’activité in vitro de la protéine Knr4** (mutant obtenu 
par remplacement de deux résidus de sérine Ser200 et Ser203 par deux résidus d’alanine), 
dans des essais de phosphorylation de Rlm1 et/ou SBF par Slt2, et ainsi d’établir si les résidus 
Ser200 et Ser203 sont impliqués ou non dans l’activité de Knr4. Il a été très récemment 
montré que la protéine Hsp90 interagit avec la MAP kinase Slt2 (Millson S. H. et coll., 2005). 
Cette interaction est renforcée dans les conditions de stress « in vivo » (caféine, choc 
thermique). De plus, cette étude a montré que la fonction de Hsp90 est requise pour la double 
phosphorylation de Slt2 afin de permettre à cette dernière d’activer l’un de ses substrats, le 
facteur de transcription Rlm1. Il semble que l’association entre Slt2 et Hsp90 est essentielle 
pour l’activité MAP kinase de Slt2. D’autre part, Martin-Yken et coll. (2003) ont montré que 
dans les conditions de choc thermique, Knr4 est requise pour l’activation de Slt2. Ces 
résultats peuvent permettre de penser que les protéines Knr4 et Hsp90 jouent ensemble un 
rôle dans l’activité de MAP kinase Slt2. Nous réaliserons un test d’interaction entre Hsp90 et 
Knr4 par une approche de double hybride. Nous testerons également la létalité synthétique 
entre les deux délétions codant respectivement les deux protéines Hsp90 et Knr4. De plus il 
sera envisageable d’analyser l’activité de Slt2 dans ce double mutant. 
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Complementarité de Knr4 de levure avec les autres organismes. 
Etant donné que le gène KNR4 a des homologues chez la plupart des levures et 
champignons mais pas chez les eucaryotes supérieurs, nous souhaitons cloner certains de ces 
homologues et les exprimer chez S.cerevisiae afin d’établir si la fonction de Knr4 est 
conservée entre ces espèces. Ce travail est déjà entrepris avec les gènes homologues de KNR4 
chez Candida albicans (deux gènes distincts), Neurospora crassa et Ashbya gossypii. Ils 
seront suivis par ceux de Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Magnaporthe 
grisea et Yarrowia lipolytica. Etant donné le rôle de Knr4 dans le couplage entre le 
déroulement du cycle cellulaire et l’intégrité pariétale, la possibilité que sa fonction soit 
conservée parmi ces différentes espèces est très attrayante. Cette étude pourra être complétée 
par une analyse des phénotypes des mutants de délétion de ces gènes orthologues dans les 
différentes espèces considérées. En particulier, des effets sur le déroulement du cycle 
cellulaire chez Schizosaccharomyces pombe et sur la pathogénicité chez Candida albicans 
pourraient être envisageables. 
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Figure 4 : Les différentes phases du cycle cellulaire végétatif de Saccharomyces cerevisiae. 34 
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Figure 6 : Un schéma récaputilatif représentant la voie de la régulation du cytosquelette 
d’actine et la croissance de bourgeon aux repères corticaux. Les protéines qui 
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régulation des gènes hypothétique (BUD1, BUD2 et BUD5) par des gènes spécifiques 
impliqués dans la sélection du site de bourgeonnement chez les cellules diploïdes........ 37 
Figure 7 : Schéma récapitulatif des cascades MAPK qui régulent la croissance et la 
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Figure 9 : Voie de signalisation MAP kinase dépendante de Hog1, deux senseurs sont 
impliqués dans l’activation de la voie HOG. ................................................................... 58 
Figure 10 : La voie de signalisation TOR. Tor2 partage une fonction commune avec Tor1p et 
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Figure 11 : Un modèle proposé pour la fonction de Knr4 dans la voie de Slt2 MAP kinase de 
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Figure 12 : Schéma représentant la principe de la mutagenèse dirigée par PCR recombinante.
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Figure 13 : La principe de la méthode de double hybride........................................................ 89 
Figure 14 : schéma représentant les étapes du purification sur colonne par affinité (TAP-tag)
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Figure 15: Abondance de la protéine Knr4 au cours de la croissance (souche AR27). A- 
cinétique de croissance de la souche AR27 et cinétique de la dégradation de Knr4. B- 
western-blot réalisé sur des échantillons prélevés au cours de la croissance en utilisant 
des anticorps anti-Knr4, dilution 1/5000. (IP/µg est la quantité de protéines quantifiés par 
rapport à l’intensité des bandes mesurées)....................................................................... 97 
Figure 16 : Abondance de la protéine Knr4 au cours de la croissance (AR27). A- Intensité 
relative de la protéine Knr4 exprimée par µg de protéine totale au cours de la croissance 
sur un milieu YPD. B- Abondance de Knr4 estimée par un Western-blot réalisé sur des 
échantillons prélevés au cours de la croissance en utilisant des anticorps anti-Knr4 
(1/10000). La quantité de protéines a été dosée afin de déposer une quantité équivalente 
sur le gel et l’intensité des bandes détectées sur le gel a été quantifiée en utilisant le 
logiciel ImageQuant Version 5.2. (IP/µg est la quantité de protéines quantifiées par 
rapport à l’intensité des bandes mesurées)....................................................................... 98 
Figure 17: Dégradation de la protéine Knr4 au cours de la croissance dans la souche BY4741 
transformée par le plamside multicopie pHM37. A- cinétique de croissance de la souche 
BY4741-pHM37. B- Western-blot réalisé sur des échantillons prélevés de la souche 
BY4741-pHM37, en utilisant les anticorps anti-Knr4.(1/5000). ..................................... 99 
Figure 18 : Quantification des ARNm de KNR4 et GSY2 par RT-PCR quantitative en temps 
réel A- Croissance de la souche AR27 sur milieu YPD. Des échantillons ont été prélevés 
à DO600 = 1,2,  DO600 = 4,5 et  DO600 = 8,0 pour les analyser par RT-Q-PCR. B- Le 
niveau de l’expression des gènes KNR4 et GSY2 (contrôle) a été quantifié par RT-Q-PCR 
par rapport aux niveaux des ARNm de quatre gènes de référence. Les résultats sont 
analysés par le logiciel geNorm. .................................................................................... 101 
Figure 19: Estimation de la masse moléculaire de Knr4. A- Profil de gel de filtration de Knr4. 
75 fractions ont été collectées. B- courbe d’étalonnage pour la détermination de la masse 
moléculaire de la protéine Knr4 sur chromatographie de gel de filtration. C- Western-
blot réalisé sur les fractions de la colonne (seules les fractions qui ont donné un signal 
sont présentées). L’intensité des bandes identifiées à été mesurée par le logiciel 
ImageQuant V 5.2. A= révelation de Knr4 dans l’extrait cellulaire de départ. ............. 103 
Figure 20 : Analyse de la protéine de fusion MBP-Knr4 exprimée dans E.coli BL21. Après 4 
heures d’induction par 0,5mM d’IPTG, les cellules sont récoltées et lysées par la suite. 
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Un gel de protéine 8% a été réalisé sur une partie du lysat cellulaire non-traité (-) par le 
facteur Xa, et une autre partie traité (+). A- Gel de protéine SDS-PAGE (12%) coloré par 
le bleu de coomassie. B- Western-blot utilisant des anticorps anti-Knr4, dilution 1/5000. 
Une bande correspondant à la MBP a été identifiée par les anticorps, car ces anticorps 
ont été réalisés à partir de la fusion Knr4-MBP. ............................................................ 104 
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7.3 Abréviations. 
 
A :    Absorbance 
Acétyl-CoA :   Acétyl coenzyme A 
AD :   Activation domain = Domaine d’activation 
ADN :   Acide désoxyribonucléique 
ADNc :   Acide désoxyribonucléique complémentaire 
AMP :   Adénosine monophosphate 
AMPc :   Adénosine monophosphate cyclique 
APS :   Ammonium perosulfate 
ARN :   Acide ribonucléique 
ARNm :   Acide ribonucléique messager 
ARNt :   Acide ribonucléique de transfert 
Asn :    Asparagine 
Asp :    Aspartate 
ATP :    Adénosine triphosphate 
ATPMg :   Adénosine triphosphate préparé avec du magnésium en concentration 
équimolaire 
BD:   Binding domain = Domaine de fixation 
CBB:   Calmodulin binding buffer 
CEB:   Calmodulin eluion buffer 
Co2+ :    Ion cobalt 
Cu2+ :    Ion cuivre 
CWP :   Cell wall protein = protéine de la paroi 
dATP :   Acide désoxyadénosine-5'-triphosphate 
dCTP :   Acide désoxycytidine-5'-triphosphate 
DEPC :   Diéthyl pyrocarbonate 
dGTP :   Acide désoxyguanosine-5'-triphosphate 
DMSO :  Diméthyl sulfoxyde 
dNTPs :  Désoxyribonucléotides-5'-triphosphate 
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DO :   Densité optique cellulaire 
DOC :   Déoxycholate 
dTTP :  Acide désoxythymidine-5'-triphosphate 
dUTP :  Acide désoxyuridine-5'-triphosphate 
DTT:   Dithioerylthriol 
EDTA :   Acide éthylène diamine tétra-acétate 
EGTA :   Acide éthylène glycole tétra-acétique 
GFP :    Green fluorescent protein = Protéine fluorescente verte  
Glc :    Glucose 
GPI :    Glycosyl phosphatidyl inositol 
GST:    Glutathione-S-Transferase 
GTP :    Guanosine-5' triphosphate 
H2O :    Eau 
HCl :    Acide chlorydrique 
Hepes :   N-[2-hydroxyéthyl]piperazine-N'-[acide 2-éthane sulfonique] 
IPTG :  isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 
Kac :    Acétate de potassium 
kb :    Kilobase 
KCl :    Chlorure de potassium 
kDa :    Kilodalton 
Km :   Constante michaélienne 
LiAc :   Acétate de lithium 
ln :   Logarithme népérien 
Log :    Logarithme décimal 
M :    mol.L-1
Man :    Mannose 
MAP kinase :  Mitogen activated protein kinase 
MAT :   Locus déterminant le type sexuel chez la levure S. cerevisiae 
MBP :   Maltose binding protein 
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Mg2+ :    Ion magnésium 
mol, mmol, µmol, nmol : Mole, millimole, micromole, nanomole 
Mn2+ :   Ion manganèse 
MOPS :   Acide sulfonique N-morpholino propane 
NaCl :   Sodium chlorure 
Na2HPO4 :   Dissodium hydrogène phosphate 
NaH2PO4 :   Sodium déshydrogènophosphate 
NaOAc :   Oxaloacétate de sodium  
nm :    Nanomètre 
ONPG :   O-nitro β-D galactopyranoside 
ORF :   Open reading frame = cadre ouvert de lecture 
Pi:    Phosphate 
PAGE :   Polyacrylamide gel electrophoresis = gel d'électrophorèse en 
polyacrylamide 
Pb :    Paire de bases 
PCR :    Polymerase chain reaction = Réaction de polymérisation en chaîne 
PEG :    Polyéthylène glycole 
PMSF :   Fluorure de phénylméthyl sulfonate 
Qsp :    Quantité suffisante pour 
Q-RT-PCR:  PCR quantitative en temps réel 
R2 :    Coefficient de détermination 
RE :    Réticulum endoplasmique 
RMN   Résonance Magnétique Nucléaire 
rpm :    Rotations par minute 
SDS :    Sodium dodécyl sulfate 
SEM :   Scanning electron microscope = Microscope électronique à balayage 
Ser :    Sérine 
TA :    Température ambiante 
TCA :   Acide trichloroacétique 
TE :    Tris-EDTA 
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TEM :   Transmission Electron Microscope = Microscope électronique à 
transmission 
TEMED :  N-N-N’-N’-tétraméthylénediamine 
TEV :   Tobacco Etch Virus 
Thr :    Thréonine 
Tris :    Tris-(hydroxyméthyl)aminométhane 
ts :    Allèle thermosensible 
UDO :   Unité de densité optique  
UV :    Ultraviolet 
V, kV :   Volt, Kilovolt  
v/v :    Volume à volume 
w/v :    Poids à volume 
X-Gal :   5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-C-galactoside 
°C :   Degré Celsius 
µ :    Taux de croissance 
µF :    Microfaraday 
µl :    Microlitre 
32P, 33P :   Phosphore 32; Phosphore 33 
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